





Selektiv deblockierbare Diamino-
D-Galactose-Scaffolds fiir die
kombinatorische Synthese
potentieller RNA-Liganden

Dissertation zur Erlangung des Grades
,,Doktor der Naturwissenschaften*
am Fachbereich Chemie, Pharmazie und Geowissenschaften

der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz

Maciej Madalinski
geboren in £.6dz

Mainz, April 2007






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit
von Januar 2003 bis April 2007
am Institut fiir Organische Chemie
der Johannes Gutenberg-Universitéit in Mainz

unter Betreuung von Herrn Prof. Dr. Horst Kunz angefertigt






Inhaltsverzeichnis i

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......ccoevuesresresressesssssssssssssssssssssessessessessessessssssssssessesses v
1 EINLEITUNG ...ccouiiiinecsninsnnsncsnnssnsssecsssssscssessssssssssssssesssssssssssssssssssssessassssssasssssssssssess 1
1.1 Wirkstofffindung in der pharmazeutischen Industrie ............ccccevciriieniceneennennne. 1
1.2 Kombinatorische Chemie — neues Prinzip im Wirkstoffdesign............ccccceeuveennnen. 2
1.3 Organische Chemie an fester Phase.........c.ccoocuveeiiiieiiieeiiieciecciee e 7
1.4 Kohlenhydrate als TemPIate ...........coovuieiiiiiiiiieiiiieeeieeeeeeee e 9
LS HIV ettt et st ettt 13
1.5.1 Der HIV-ReplikationSZyKIUS .........cc.eeeriireiiieeiiieeiieeeiee e e 15
1.5.2 TAR/Tat-WeChSElIWITKUNG..........coeriiiiiiieeiie e e 16
1.5.3 Rev/RRE-WecChSelWirkung..........ccocveiiiiiiniiiiniieiniieeieeeeeee e 18

LLO RINA Lttt sttt sttt be et nas 21
1.6.1 Struktur der RINA ........ooiiieeeeee e 21
1.6.2 RNA-Liganden-Wechselwirkungen ...........cccceecueeeiiieniieenciieeiieciee e 22
1.6.2.1 Nichtkovalente Bindung an RNA .........ccocciiiiiiiniiiieeee e, 22

1.6.2.2 Protein-RNA-KOmMPIEXen .........coooueiiriiiiniiiiiiiiiiniieeeeeieeeee e 23

1.6.2.3 RNA-Komplexe mit niedermolekularen Verbindungen......................... 24

1.6.2.4 Aminoglycosid-AntibiotiKa .........c.ceeviieeiiieiiiieeiieeciee e 26

1.6.2.5 Kombinatorische Bibliotheken von RNA-Liganden ...........c.c.ccceveenneen. 27

2 KONZEPTION UND ZIELSETZUNG .....cccoceiniinsuiinninsnncsnnsssncssssssssssssssssssssssssaes 30
3 ALLGEMEINER TEIL ....uconiiviiinsinsnnssensnsssnssesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 34
3.1 Das 6-Allyloxycarbonylamino-2-azido-galactose-Scaffold ..............ccoeveenienne 34
3.1.1 Retrosynthetische Betrachtung .............ccoooveiiiiiiniiiiniiiinieec e, 34
3.1.2 Durchfiihrung der Synthese .........cccveeviiieiiieeiiieeieeee e 35

3.2 Das 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-galactose-Scaffold ............ccccoecveeennennnne. 42
3.2.1 Retrosynthetische Betrachtung .............ccoooveiriiiiniiiiniiiiiccc e, 42
3.2.2 Durchfithrung der Synthese ..........ccccoviiiniiiiniiiinieeee e 43
3.2.3 Synthese von Hex-1-enitol-Derivaten ............ccceeeevveenciieenciieeniiieeniee e, 50

3.3 Kombinatorsicher Einsatz des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-galactose-

SCATOLAS ..ot 53
3.3.1 Uberpriifung des SChutZgruppenmusters ................cooeueveveveverererererereseeesenenn. 55

3.3.2 Abspaltung vom POLYMET ..........ceeviiiiiiiiiiieeieecieeee e e 58



i1 Inhaltsverzeichnis

3.3.3 Reaktionen an der 2-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-
AlaCtOSE-SCATTOLAS. . .ecuviieiiiieeiieee e
3.3.4 Reaktionen an der 3-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-
AlactoSe-SCATTOLAS. ..ccouuiiiiiiiiiie e
3.3.4.1 Synthesen von Carbamaten in der 3-POSition ........cccccceevcveeriieeniieennneen.
3.3.4.2 Acylierungsreaktionen in der 3-POSItion..........cccocveeeriveeeciveeicieeeniieeennnnn
3.3.5 Reaktionen an der 4-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-
alactoSe-SCATTOLAS. ..cccuuiiiiiiiiiie e
3.3.5.1 Synthesen von Carbamaten in der 4-POSition ........cccccceevvuveeriieenneeenneen.
3.3.5.2 Acylierungsreaktionen in der 4-POSition...........ccccueeevveeeeieeecieeennreenneenn
3.3.6 Reaktionen an der 6-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-
AlactoSe-SCATTOLAS. ..ccouuiiiiiiiiiiee e
3.3.7 Zweifache Funktionalisierung des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-
AlaCtOSE-SCATTOLAS. . eeiuviiieiiieciie e
3.3.7.1 Funktionalisierung der 3- und 6-PoSition..........ccccceeevveeeciveerciieeniieennnenn
3.3.7.2 Funktionalisierung der 2- und 6-POSItion..........ccccueevviiieriieeniiieeniieenen.
3.3.8 Synthese von Oligopeptiden.........coouiieriieiiiieiiiieeiieeeiieeeeee e
3.4 Das 2-Allyloxycarbonylamino-4-azido-galactose-Scaffold............c.ccccoeeuveennennn.
3.4.1 Retrosynthetische Betrachtung............ccccvveviieiniieeniieeiiececeeeeee e
3.4.2 Durchfiihrung der Synthese..........coouiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e
3.5 Modellreaktionen zur Anbindung und Abspaltung des orthogonal stabilen
Galactose-Scaffolds tiber die 6-POSION .......cocueeiiiiiiiiiiiiiiiiiceeceeceeeee
3.5.1 Verankerung iiber die 6-POSTtION.........ccceevriiiiriiieiieeieecieceee e
3.5.2 Reduktive Aminierung des 6-Aldehyd-Derivates...........ccocceeviiiiniieinieennnne.
3.5.3 Kombinatorsicher Einsatz des Scaffolds 4...........ccoccooiieniiiiininiiiniceee

4 BIOLOGISCHE TESTS...uuoitiniintininninsnnnsnesenssessssssesssssssessesssessassssssssssassssssssssassaes

4.1 Der Cytotoxizitidts-Test-Hintergrund ............cooceeeviieiniieniieiniieeiieeeeeeeeeeeeen
4.2 EIEDINISSE ...eviieitieeiiie ettt e et e et e et e e sae e et eeetbeeessaeeenaaeeensreeenneeeensee s
4.2.1 Resultate fiir 2-N-acylierte Derivate ..........ccccceevevieerieeenieeeieeeieeeee e

4.2.2 Resultate fiir 3-O-carbamoylierte- und 3-O-acylierte Derivate ................... 100

4.2.3 Resultate fiir 4-O-carbamoylierte Derivate ...........coeeveeevieeniiieeniiieenieennen. 102

4.2.4 Resultate fiir 6-N-acylierte Derivate ..........cccccveevvvieenieeeniieeieeeieeeeeeeeeenn 103
4.2.5 Derivate aus dem Einsatz des Scaffolds 4......nneeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 105



Inhaltsverzeichnis iii

5 ZUSAMMENFASSUNG ....uuiivuicsnisenssecsnisncssncssnssnsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 108
6 EXPERIMENTELLER TEIL .....cuuciiininiininneinsenssecssnssecssecssnsscssessssssasssessssssssses 115
6.1 Allgemeines UNd MESSZETALE .........eeeruieeeiiieeeiieeeiieeeieeeeieeeereeesereeereeeereeeaneeas 115
6.2. Allgemeine VOrSChIiften.......c.eivriieiiiiieiiiecieeee e 121
6.3 Synthesen zum Kapitel 3.1.2 ......cooiiiiiiiiiie e 129
6.4 Synthesen zum Kapitel 3.2.2 .....ocooiiiiiiiiiiiiiiecceeeeeeeee e 144
6.5 Synthesen zum Kapitel 3.2.3 ..o 155
6.6 Synthesen zum Kapitel 3.3 ......coooiiiiiiiiiiieeeeee e 157
6.7 Synthesen zum Kapitel 3.3.3 ..o 159
6.8 Synthesen zum Kapitel 3.3.4.1 ...c.oooiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 170
6.9 Synthesen zum Kapitel 3.3.4.2 . ....cooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 179
6.10 Synthesen zum Kapitel 3.3.5.1 ...oooiiiiieiiieeieeeeeeeeeee e 183
6.11 Synthesen zum Kapitel 3.3.5.2 ....oooiiiiiiiieieeeeeeee e 187
6.12 Synthesen zum Kapitel 3.3.0 .......oooiiiiiiiiiiiiiceceeeeeeee e 190
6.13 Synthesen zum Kapitel 3.3.7 ......oooiiiiiiiiiiieeceeeee e 200
6.14 Synthesen zum Kapitel 3.3.7.1 ....cooiiiiiiiieiiieeeeeeeeeee e 202
6.15 Synthesen zum Kapitel 3.3.7.2 ....coooiiiiiiieeieeeeeeeeeee e 208
6.16 Synthesen zum Kapitel 3.3.8 .......cooiiiiiiiiiee e 210
6.17 Synthesen zum Kapitel 3.4.2 .......cooiiiiiiiiiiieeeeee e 216
6.18 Synthesen zum Kapitel 3.5.1 .....cooiiiiiiiiiiiie e 219
6.19 Synthesen zum Kapitel 3.5.2 ......ooiiiiiiiiiiiiiee e 227
6.20 Synthesen zum Kapitel 3.5.3 ....coiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 227
7 SPEKTRENANHANG ...ccutiiiiitinninsnissninsnnsssessssisssnssssssssissssssssssssssssssssssssssssssans 233

S LITERATUR....uuiiruicnrnnennensnessnnssnsssesssnssesssessasssssssssssessasssessasssssssssssossassssssassssssas 265






Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Spezifischer Drehwert

Abbildung

absolutiert

Acetyl

Essigsdure

Essigsdureanhydrid

Acquired Immune Deficiency Syndrome
L-Alanin

Allyl

Allyloxycarbonyl
Adenosinmonophosphat
Aminomethylpolystyrol

L-Arginin

Adenosintriphosphat

Aquivalent (e)

Aromaten

aromatisch

Aminoséure

Ausbeute

Breitband (entkoppeltes *C-Spektrum)
berechnet

Benzyl

tert-Butyl

tert-Butyloxycarbonyl

Benzoyl

Konzentration

Cerammoniumnitrat

Chloracetyl

Correlation Spectroscopy

Chemische Verschiebung

Dublett

breites Dublett
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dibenzofulven
Diinnschichtchromatogramm
1,2-Dichlorethan
N,N-Dicyclohexylcarbodiimid
Dichlormethan

Dublett vom Dublett
2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon
Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
Diethylazadicarboxylat
Diisopropylazodicarboxylat
N,N-Diisopropylcarbodiimid
N-Ethyldiisopropylamin
4-Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfid

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid, Desoxyrybibonukleinsiure



Vi Abkiirzungsverzeichnis

dt Dublett vom Triplett

DTBP 2,6-Di-tert-butylpyridin

DTBMP 2,6-Di-tert-butyl-3-methylpyridin

DVB Divinylbenzol

EE 1-Ethoxyethyl

EDT 1,2-Ethandithiol

ELS Evaporative Light Scattering

engl. Englisch

ESI-MS Electrospray lonisation Mass Spectroscopy

Et Ethyl

et al. et alii

Et,0O Diethylether

EtOAc Essigsdureethylester, Ethylacetat

FD Field Desorption

Fmoc 9-H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl

gag Group-specific Antigen protein

Gal D-Galactose

gef. gefunden

gem. geminal

ges. gesittigt

Glc D-Glucose

Gln L-Glutamin

Glu L-Glutaminsiure

Gly L-Glycin

h Stunde(n)

HATU O-(7-Azabenzotriazol-yl)-N,N,N,N -
tetramethyluroniumhexafluorophosphat

HBTU O-(Benzotriazol-yl)-N,N,N",N -tetramethyluroniumhexafluorophosphat

His L-Histydin

HIV Human Immunodeficiency Virus

HOAt 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HRMAS High Resolution Magic Angle Spinning

Hz Hertz

i. Hochvak. im Hochvakuum

i. Vak. im Vakuum

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

J Kopplungskonstante

kat. Katalytisch

KHMDS Kaliumbis(trimethylsilyl)amid

konz. konzentriert

Leu L-Leucin

Lev Levulinoyl

Lit. Literatur(wert)

LTR Long Terminal Repeat

Lys L-Lysin

m Multiplett

m meta

M Molar

m, zentriertes Multiplett

min Minuten

Me Methyl



Abkiirzungsverzeichnis vii

MeOH
mRNA
MS

Ms
NaHMDS
NES
NLS
NMM
NMP
NMR

o

OD

OAc
OTf

p

PE

PG

Ph

Pht

Pmb
Pmc

Pol

ppm

Pr

PS

q

quant.

R

Ran

Ran GDP
Ran GTP
Raumtemp.
RNA
RNAP
RP

RRE
rRNA

R,

RT

]

Sb
Schmp.

t

TAR
TAT
TBAF
TBAHDF
TBDPS
TBS
TBTU
tert
Tentagel®
TES

Tf

Methanol

messenger-RNA

Molekularsieb

Methansulfonyl
Natriumbis(trimethylsilyl)amid
Nuclear Export Signal

Nuclear Localisation Signal
N-Methylmorpholin
N-Methylpyrrolidin-2-on, 1-Methyl-2-pyrrolidon
Nuclear Magnetic Resonance

ortho

Optical Density

Acetat

Trifluormethansulfonat, Triflat
para

Petrolether

Protecting Group

Phenyl

Phtalimid

p-Methoxybenzyl
2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl
Polymerase

Parts per million

Propyl

Polystyrol

Quartett

quantitative

Rest

Ras-related nuclear
Ran-Guanosindiphosphatase
Ran-Guanosintriphosphatase
Raumtemperatur

Retentionsfaktor

Ribonucleic acid, Ribonukleinsidure
RNA polymerase

Reversed Phase

Rev Responsive Element
ribosomal RNA

Retentionszeit

Raumtemperatur

Singulett

breites Singulett

Schmelzpunkt

Triplett

Trans-aktivating response element
Trans-aktivating regulatory protein
Tetrabutylammoniumfluorid
Tetrabutylammonium-hydrogen-difluorid
tert-Butyldiphenylsilyl
tert-Butyl-dimethylsilyl
O-(Benzotriazol-yl)-N,N,N’, N -tetramethyluroniumtetrafluoroborat
tertidr
Polyethylenglycol-Polystyrol-Copolymer
Triethylsilan
Trifluormethansulfonyl



viii Abkiirzungsverzeichnis
TFA Trifluoressigsiure

Tf,0 Trifluormethansulfonsdureanhydrid
TfOH Trifluormethansulfonséure

THF Tetrahydrofuran

TIPS Triisopropylsilan

TMS Trimethylsilan

tRNA transfer Ribonucleic Acid

Trt Trityl

4-TsOH 4-Toluolsulfonséure

u.a. und andere

uv Ultraviolett

vgl. vergleiche

vic. vicinal

WHO World Health Organisation

XPO Exportin

Zers. Zersetzung



Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Wirkstofffindung in der pharmazeutischen Industrie

Der Weg von einer im Labor synthetisierten Substanz zu einem auf dem Markt
eingefiihrten Wirkstoff ist lang und hat sich mittlerweile zu einem komplexen Vorgang
entwickelt, der vielfaltige, ineinander greifende Aktivititen von Chemikern, Biologen
und Medizinern erfordert. Die Entwicklung neuer natiirlicher oder synthetischer
Arzneistoffen und Diagnostika ist die herausfordernde Aufgabe forschender
Pharmaunternehmen. Die Anforderungen an moderne Wirkstoffe sind sehr hoch: Sie
sollen geringe Toxizitdt und geringe Nebenwirkungen aber hohe Bioverfiigbarkeit
vorweisen. Zudem diirfen sie weder mutagen noch teratogen wirken. Die
Patentierbarkeit und Dauer eines Patentschutzes spielen dabei auch eine essentielle
Rolle.

Bis vor wenigen Jahren fand die Ermittlung von pharmakologischen Eigenschaften von
Substanzen nahezu ausschlieBlich in langwierigen Zellkultur- und Tieruntersuchungen
statt. In der letzten Zeit konnte jedoch die biologische Priifung der Wirkstoffkandidaten
entscheidend beschleunigt werden. Die Molekularbiologie erméglicht zum Beispiel ein
besseres Verstidndnis der biologischen Erkennungsphidnomene auf molekularer Ebene.
Die Testverfahren benutzen in der Regel kleinste Mengen isolierten oder hergestellter
Proteine, deren Wechselwirkungen mit der zugesetzten chemischen Verbindung
automatisch ausgewertet und protokolliert werden (High Throughput Screening — HTS).
Einige Unternehmen sind derzeit in der Lage 1 bis 3 Millionen Leitstrukturen (lead
structures) pro Woche zu untersuchen. Am Ende dieser Priifung bleiben ca. 100 bis 300
Treffer, sog. hits librig, von denen sich aber nur 1-2 Substanzen fiir den weiteren
Forschungsprozess eignen. Der Prozess der Wirkstoffsuche umfasst also sowohl die
Untersuchung eines Wirkstoffkandidaten (drug screening) als auch die gezielte
Veridnderung seiner Struktur (drug design), um seine Wirksamkeit zu erhohen, seine
Nebenwirkungen zu senken oder seine Verteilungseigenschaften im Organismus zu
verbessern. Aufgrund rasanter Entwicklungen in der Robotertechnik der Assay-
Technologie ist die biologische Priifung also kein limitierender Faktor bei der Suche
nach potentiellen lead compounds mehr. Vielmehr droht die Synthese einer groferen

Anzahl neuer Verbindungen zum begrenzenden Faktor zu werden. Ein Ausweg aus
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dieser Situation stellt die kombinatorische Chemie dar, die sich inzwischen zu einem

wichtigen Teilgebiet der Chemie entwickelt hat.'

1.2 Kombinatorische Chemie — neues Prinzip im Wirkstoffdesign

Unter kombinatorischer Chemie versteht man das Prinzip, gleichzeitig und mit hoher
Geschwindigkeit groe Mengen unterschiedlicher chemischer Verbindungen
herzustellen. Das Vorbild der kombinatorischen Chemie kann in den evolutioniren
Prozessen des Lebens gesehen werden, bei denen aus einer beschrinkten Anzahl von
Aminosduren bzw. Nucleotiden eine fast unbegrenzte Anzahl von Produkten gebildet
werden kann. Allein durch Kombination der 20 natiirlich vorkommenden Aminosiuren
sind 20° = 64 Millionen verschiedene Hexapeptide herstellbar. Die Idee der Synthese
und Testung von Peptidmischungen, wurde erstmals 1982 von Furka formuliert.” Seit
diesem Zeitpunkt wurde der Einsatz der kombinatorischen Chemie auf verschiedene
Gebiete ausgedehnt. Die Sammlung der verschiedenen Molekiilstrukturen wird als
kombinatorische Bibliothek bezeichnet, und sie betrifft heute nicht mehr nur
Mischungen von Substanzen aus einer Eintopfreaktion, sondern auch alle
Verbindungen, die im Rahmen einer parallelen Synthese von Einzelverbindungen
hergestellt werden. Fiir die Herstellung der kombinatorischen Bibliothek kann sowohl
die konventionelle Synthese in Losung als auch die heterogene Synthese an einem
polymeren Triiger angewendet werden. Da sich die 1963 von Merrifield® eingefiihrte
Festphasensynthese von Peptiden beziiglich der Reinigungsschritte vorteilhaft erwiesen
hat, hat sie auch erheblich zur Entwicklung der kombinatorischen Chemie beigetragen.
»...1t seems quite clear that the gold mine is awaiting the organic chemist who would
look to solid support for controlling and directing his synthetic reactions” schrieb
Merriefield 1969.* Nach von ihm entworfenen Synthesestrategie wird die
tert-Butyloxycarbonyl  geschiitzte Aminosdure an chlormethylfunktionalisiertes
Polystyrolharz gebunden. Nach der selektiven Abspaltung der Boc-Schutzgruppe kann
die nidchste Boc-Aminosdure mit Hilfe geeigneter Kupplungsreagenzien eingefiihrt

werden. Die Synthese wird so lange fortgesetzt bis die gewiinschte Lédnge des

D. Fischer, J. Breitenbach (Hrsg.), "Die Pharmaindustrie", 2. Auflage, Spektrum Akademischer
Verlag, Elsevier GmbH, Miinchen, 2007.

2 A. Furka, noteriell beglaubigtes Dokument Nr.: 36237/1982, Budapest, 1982.

3 R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154.

4 R. B. Merrifield, Advances in Enzymology 1969, 32, 221-296.
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Oligopeptids erreicht worden ist. AnschlieBend wird das Produkt durch die Zugabe
entsprechender Spaltungsreagenzien vom Harz abgespalten. Diese Spaltung fiihrt

ebenfalls zur Abspaltung der Seitenkettenfunktionen an Oligopeptiden (Abb. 1.1).

R

/'\ i
o BocHN COOH NHBoc 1. Schutzgruppenabspaltung
o 2. Aminosiure, Kupplungsreagenz
R!
o o
H Abspaltung vom Polymer und . .
N NHPG Oligopeptid
O N Abspaltung der Schutzgruppen
H von Seitenketten
R’ R"
n-1

Abb. 1.1: Oligopeptidsynthese nach Merrifield

Dank dieser Vorgehensweise lassen sich die in den Reaktionsschritten anfallenden
Nebenprodukte, die nicht am Harz gebunden sind, sowie die Reagenzien nach der
Umsetzung durch einfaches Waschen entfernen. Im Jahr 1984 stellte Geysen einen
sogenannten Multipin-Apparat vor, mit dessen Hilfe an den Polyethylenstibchen kleine
Mengen (ca. 300 nmol) von Oligopeptiden synthetisiert wurden.”® Eine groBere Menge
an Oligopeptiden kann nach dem von Houghten verdffentlichten teabag-Verfahren
hergestellt werden. Hier werden in fiir das Solvens durchldssigen Polypropylen-Netzen
verschiedene polymergebundene Aminosdurebausteine vorgelegt. Fiir die folgende
Reaktion wird aufgeteilt, neu gruppiert und die Prozedur wiederholt, so dass jeder
Beutel nur eine definierte Komponente enthilt.” Da die harzgebundenen Substrate leicht
handhabbar sind, wird dies wiederum bei dem von Furka eingefiihrten Split-and-mix-
Verfahren genutzt.8 In diesem Fall werden durch Mischen der Polymerkiigelchen fiir
gemeinsame Operationen und Verteilen fiir Diversifizierungen Mischungen erzeugt.
Durch das stindige Wiederholen dieser Zyklen konnen alle gewiinschten
Kombinationen erhalten werden. So befindet sich auf jedem Kiigelchen am Ende der

Reaktionsfolge nur ein Produkt (Abb. 1.2).

H. M. Geysen, R. H. Meloen, S. J. Barteling, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 3998-4002.
H. M. Geysen, S. J. Barteling, R. H. Meloen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 178-182.
R. A.
A.

oIS - Y

A. Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 5131-5135.
Furka, F. Sebetyen, M. Asgedom, G. Dibo, Int. J. Pept. Protein. Res. 1991, 37, 487-493.
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Abb. 1.2: Das Split-and-mix-Verfahren nach Furka

Unter der Voraussetzung, dass die gleiche Aufteilung und jeweils der vollstindige

Umsatz immer stattfinden,

werden alle

Verbindungen gleichmiBig in der

Substanzbibliothek verteilt. Diese und andere Vorteile gegeniiber der Synthese von

Mischungen in Losung sind in Tabelle 1.1 zusammengestellt.

Festphasenchemie

Chemie in Losung

* Hoher Uberschuss an Reagenzien, die

leicht abgetrennt werden kénnen

* Einfache, vollstindige

* Prinzipiell sind alle organische Reaktionen
durchfiihrbar

» Kein Anpassen der Reaktionsbedingungen

Reaktion

¢ Unerwiinschte Effekte bei den

heterogenen Reaktionsbedingungen

* Unlosliche Katalysatoren/Reagenzien

konnen nicht eingesetzt werden

% Automatisierung von notwendig

§ Reaktionssequenzen * Beliebige Produktmengen herstellbar
* Split-Synthese ist moglich « Alle funktionelle Gruppen stehen fiir
* Pseudoverdiinnung am Trigermaterial | Modifikationen zur Verfiigung
kann Nebenreaktionen verhindern * Analytische Uberwachung der Reaktion
* Hoher Entwicklungsaufwand * Reaktanden ohne zusitzlichen Aufwand bei
* Zusitzliche Reaktionsschritte zum c}er Aufarbeitung nur begrenzt im
Kniipfen an und Lésen vom Polymer Uberschuss einsetzbar
* Tréger und Linker limitieren die Zahl | * Automatisierung schwierig

o der moglichen Reaktionen * Reinigungsschritt notwendig

g * Beschrinkte Moglichkeit zur * langsam

é analytischen Uberwachung der

Tabelle. 1.1: Vorteile und Nachteile der Chemie an fester Phase und in Losung
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Prinzipiell spielt es keine Rolle, ob eine Bibliothek in Losung oder an der festen Phase
hergestellt wird. Auch wenn die Mehrheit der bislang publizierten Substanzbibliotheken
am polymeren Triger erzeugt wurde, findet man in der Literatur Beispiele fiir die
Synthese in Losung.’ Die Vereinfachung der Reinigungsschritte von in Losung
hergestellten Mischungen wird mittels der fliissig/fliissig- oder fliissig/fest-Extraktionen
erreicht.'’ Die neuesten Entwicklungen in der erfolgreichen Anpassung verschiedener
Reaktionen an die Besonderheiten einer Festphasensynthese verstirkten die Tendenz,
kombinatorische Chemie an polymeren Tragern durchzufiihren. Solche Synthesen sind
natiirlich nur dann sinnvoll, wenn die Analyse der entstandenen Mischungen und die
Priifungen auf eine biologische Wirkung durchfiihrbar sind. Die Automatisierung der
Analytik von Produkten, die im Rahmen einer Parallelsynthese gewonnen werden, stellt
kein Problem dar. Fiir die synthetisierten Mischungen musste man die neuen
Dekonvolution-Techniken entwickeln, die inzwischen ein wesentlicher Bestandteil des
analytischen Vorgangs geworden sind.'"'? Die dynamische kombinatorische Chemie
(dynamic combinatorial chemistry) wurde 1994 von Lehn vorgestellt. Sie hat sich seit
diesem Zeitpunkt als eine moderne Methode zur Synthese und Erkennung von kleinen
Molekiilen etabliert, die mit hoher Affinitit an ausgewihlten Targets binden konnen.'*”
6 In diesem Verfahren wird ein Target, z. B. ein Enzym, mit einem Satz der
potentiellen Liganden behandelt. Die selektive Anbindung der entsprechenden Liganden
an den Rezeptor fithrt zur Abnahme von deren Konzentration in der Losung und je
selektiver diese Bindung ist, desto mehr wird von der ausgewihlten Spezies auf Kosten
der anderen gebildet. Eine andere neue Methode zur effektiven Herstellung von
Wirkstoffen ist das 2001 von Sharpless begriindete und beschriebene Click-chemistry-
Konzept, in dem der biologische Rezeptor (Enzym u. a.) direkt in der Bildung des

gewiinschten Produktes die Rolle eines Katalysators spielt.'”

9 F. Balkenhohl, C. v. Bussche-Hiinnefeld, A. Lansky, C. Zechel, Angew. Chem. 1996, 108, 2436-
2488.

10 S. Cheng, D. D. Comer, J. P. Williams, P. L. Myers, D. L. Boger, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118,
2567-2573.

1 R. Dagani, Chemical & Engineering News 2000, 78, 66-68.

12 S. Borman, Chemical & Engineering News 1999, 77, 33-48.

13 J. M. Lehn, Chem. Eur. J. 1999, 5, 2455-2463.

14 A. Ganesan, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2820-2831.

15 O. Ramstrom, J. M. Lehn, Nature Reviews, Drug Discovery 2002, 1, 26-36.

t6 I. Huc, J. M. Lehn, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 2106-2110.

7 H. C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021.
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Eine bedeutende Leistung, die mit dieser Methode erreicht worden ist, ist die
Identifizierung eines Enzymhemmstoffes. Dieser Hemmstoff ist in der Lage mittels
einer nicht kovalenten Wechselwirkung die Acetylcholinesterase (AChE) zu hemmen.
Fir die Synthese benutzte Sharpless eine einfache 1,3-dipolare Cycloaddition in
Wasser, in der aus verschiedenen Azid- und Acetylenderivaten eine Reihe von

Triazolen gebildet wurden (Abb. 1.3).'%"

R? R?

1
R — —_— 2 %\N_W 7 N
N—N=N + H———R ——> / + /
N==N N—N

Abb. 1.3: Die von Sharpless synthetisierte potentielle AChE-Hemmer

Des Weiteren kann man sich zur Identifizierung aktiver Strukturen andere direkte oder
indirekte Methoden zu Nutze machen. Die beste Moglichkeit stellt die Farbreaktion dar,
z. B. durch Bindung fluoreszenzmarkierter l6slicher Rezeptorproteine oder Reaktionen
unter Bildung eines unloslichen Farbstoffs.”*' Eine synthetisch sehr aufwendige aber
elegante Methode ist das Anbringen von Reportermolekiilen, sog. rags, die leicht
analysierbar und identifizierbar sind. Diese miissen vor jeder der Mischoperationen in

der Split-and-mix-Methode aufgebracht werden. Als rags werden iiberwiegend

18 W. G. Lewis, L. G. Green, F. Gryszpan, Z. Radic, P. R. Carlier, P. Taylor, M. G. Finn, K. B.

Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1053-1057.
19 A. M. Rouhi, Chemical & Engineering News 2004, 82, 63-65.
20 A. Berkessel, D. Herault, Angew. Chem. 1999, 111, 99-102.
2 A. Berkessel, R. Riedel, J. Am. Chem. Soc. 2000, 2, 215-219.
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Aminosiuren” und Nucleotide” verwendet. Wegen der fehlenden Toleranz von
Peptiden und/oder Nucleotiden gegeniiber manchen Reaktionsbedingungen, benutzt
man die von Still entwickelten halogenierten Arylolether. Diese werden in einer durch

Rhodium-katalysierten Carben-Insertion an den polymeren Triger gebunden (Abb.

1.4) 2426
R
Cl Cl
o
Cl

NF OCH,

Abb. 1.4: Halogenierte Arylether zur chemischen Codierung nach Still

Bedingung dabei ist, dass die fags weder wihrend der kombinatorischen Synthese
verindert werden, noch dass sie den ganzen Prozess der Uberpriifung (screenings)
beeinflussen.

Neben diesen indirekten Methoden der Strukturanalysen an polymergebundenen
Verbindungen kann man die klassischen analytischen Methoden, wie IR- und NMR-
Spektroskopie anwenden. Eine von zwei Voraussetzungen muss jedoch erfiillt sein:
Entweder arbeitet man mit hohen Beladungsdichten, oder man hat groBere Harzmengen

zur Verfiigung.

1.3 Organische Chemie an fester Phase

Die ersten Arbeiten von Merrifield, in der polymere Tréger fiir die Synthese der Peptide
genutzt wurden, sind zum Wegweiser fiir die Entwicklung der Festphasensynthese und
der kombinatorischen Chemie geworden. Inzwischen ist, dank etlicher
Optimierungsversuche zur Kniipfung peptidischer Bindungen, die Bildung von Amiden
eine der bedeutendsten Reaktionen auf dem Gebiet der organischen Festphasenchemie

(Solid Phase Organic Chemistry, SPOC). Ein Grund hierfiir ist die Verfiigbarkeit

2 J. M. Kerr, S. C. Banville, R. N. Zuckermann, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 2529-2531.

2 S. Brenner, R. A. Lerner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 5381-5383.

2 H. P. Nestler, P. A. Bartlett, W. C. Still, J. Org. Chem. 1994, 59, 4723-4724.

2 M. H. J. Ohlmeyer, R. N. Swanson, L. W. Dillard, J. C. Reader, G. Asouline, R. Kobayshi, M.

Wigler, W. C. Still, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 10922-10926.
% A. Borchardt, W. C. Still, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 373-374.



8 Einleitung

strukturell diverser kéduflicher Bausteine. Da sich jedoch die wirksamen Peptide oder
Oligonukleotide aus pharmakologischer Sicht héufig nicht als Therapeutika eignen,
dienen sie oft nur als Leitstrukturen bei der Synthese niedermolekularer Verbindungen.
Mittlerweile ist das Syntheserepertoire fiir SOPC auf eine Vielzahl wichtiger
organischer Reaktionen erweitert worden. Hierzu zédhlen neben den erwihnten
Amidbildungen  auch  metallkatalysierte ~ Kupplungsreaktionen,  aromatische
Substitutionen, Aldol-, Claisen- und Knoevenagel-Kondensationen, Cycloadditionen,
Glycosylierungsreaktionen, nucleophile Substitutionen, Olefinierungen, Oxidationen,

sowie viele Heterocyclen—Synthesen27 (Abb. 1.5).27!

[0}

R3
HS
o 1. OH
0© s
NH, R3
OW‘ o +  Ar—CHO - . N—
R 2. THF, 3 A-Molekularsieb HO

3. TFA

Abb. 1.5: Synthese der 4-Thiazolidinone durch Drei-Komponenten-Kondensation eines festgebundenen

Amins mit Aldehyd und Sulfanylcarbonsiuren®’

Fiir die Festphasensynthesen ist die Wahl sowohl eines geeigneten Trigermaterials als
auch eines Ankers von grofer Bedeutung. Ein Anker, auch Linker genannt, ist eine
meist bifunktionelle Verbindung, die auf einer Seite die Anbindung ans Harz ermoglicht
und auf der anderen Seite mit der Ausgangsverbindung reversibel verbunden werden
kann. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die Anbindung der Bausteine an den
Triger wihrend des gesamten Synthesevorgangs stabil sein, nach der Reaktion jedoch
ohne Zerstorung des Produkts Iosbar sein muss. Im Fall des polymeren Trégers ist die
Solvenskompatibilitit ein wichtiger Punkt. Die aus der Peptidchemie bekannten
Polymere konnen fiir nahezu alle organischen Synthesen eingesetzt werden. Das sehr

hiufig verwendete Polystyrol, dessen Quell-Eigenschaften in Wasser oder Methanol

2 C. P. Holmes, J. P. Chinin, G. C. Look, E. M. Gordon, Gallop, M. A., J. Org. Chem. 1995, 60,
7328-7333.

28 P. H. H. Hermkens, H. C. J. Ottenheijm, D. C. Rees, Tetrahedron 1996, 52, 4527-4554.

2 S. E. Booth, C. M. Dreef-Tromp, P. H. H. Hermkens, J. A. P. A. de Man, H. C. J. Ottenheijm, in

G. Jung, "Combinatorial Chemistry - Synthesis, Analysis, Screening", Wiley-VCH, Weinheim,
New York, 1999, Kap. 2.

30 A. Nefzi, J. M. Ostresh, R. A. Houghten, Chem. Rev. 1997, 97, 449-472°! R.W.
Armstrong, A. P. Comps, P. A. Tempst, S. D. Brown, Keating, T. A., Acc. Chem. Res. 1996, 29,
123-131.

31 R. W. Armstrong, A. P. Comps, P. A. Tempst, S. D. Brown, Keating, T. A., Acc. Chem. Res.

1996, 29, 123-131.
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sehr gering sind, lisst sich beispielweise durch das Tentagel®-Harz ersetzen. Fiir dieses
Polymer ist das Spektrum an verwendbaren Losungsmitteln deutlich breiter.

Die organischen Synthesen an fester Phase lassen sich prinzipiell in drei Gruppen
einteilen: die linearen Synthesen zum Aufbau von Oligomeren, die Synthesen an
praformierten Templatmolekiilen (Scaffolds) und die Aufbausynthesen. Die
kombinatorische Synthese mittels eines Scaffolds setzt voraus, dass ausschlieBlich
dessen Seitenketten schrittweise im Verlauf des Synthesevorgangs diversifiziert werden.
Es muss darauf hingewiesen werden, dass sich wihrend einer Synthese mehrere

Strategien héufig iiberlagern konnen.

1.4 Kohlenhydrate als Template

Die Monosacharide bieten dank ihrer hohen Dichte an funktionellen Gruppen und einer
groflen Anzahl von Stereozentren eine hervorragende Basis fiir Peptidmimetika. Die auf
der Monosacharid-Ebene konzipierten Template besitzen jeweils fiinf chirale
Positionen, die beliebig variiert werden konnen. Zum Beispiel drei potentielle
pharmakophore Gruppen (Substituenten: A, B und C), die an Glucose positioniert
werden konnen, liefern 60 verschiedene Derivate, bei denen die Orientierung der
jeweiligen Gruppe unterschiedlich ist. Die Veridnderung eines stereogenen Zentrums
erhoht die Zahl der Verbindungen um weitere 36. Die Abbildung 1.6 und die Tabelle
1.2 stellen die Verhiltnisse zwischen Anzahl von Scaffolds und der Substituentenzahl

und/oder Zahl der variierten Chiralititszentren dar.>>

32 G.T. Le, G. Abbenante, B. Becker, M. Grathwohl, J. Halliday, G. Tometzki, J. Zeugg, W.
Meutermans, Drug Discovery Today 2003, 8, 701-709.
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Substitutionsmuster

OH OH
Q Q Q B
@m . © o "o
B B

1,2,4 3,2, 4 2,1,6
Scaffold G
oH OH
Q Q
G OH OH
B B
Glucose Galactose Altrose

Abb. 1.6: Strukturelle Diversitit fiir drei verschiedene Substituenten A, B, und C von Pyranosescaffolds

AB* ABC* AAB* ABCD*

Ein Scaffold z.B. a-D-Glc 20 60 30 120
Zwei Scaffolds® 28 96 48 216
32 Scaffolds® 80 480 240 1920

% AB: zwei verschiedene Substituente; ABC: drei verschiedene Substituente; AAB: drei Substituente,
davon zwei gleiche; ABCD: vier verschiedene Substituente
® zusitzlich ein Chiralititszentrum wird variiert

¢ maximale Variation von Chiralititszentren

Tabelle. 1.2: Die Verhiltnisse zwischen Anzahl von Scaffolds und der Substituentenzahl und/oder Zahl

der variierten Chiralititszentren

Dieses hohe Diversifikationspotenzial fiihrte dazu, dass sich die Saccharide als
interessante Grundstrukturen fiir Peptidomimetika und anderen Wirkstoffen etabliert
haben.* ™ Diese synthetische Strategie wurde bereits 1993 von Hirschmann und

Nicolaou vorgestellt, bei der sie ausgehend von Molecular modeling-Studien das auf

M. J. Sofia, D. J. Silva, Curr. Opin. Drug Disc. Dev. 1999, 2, 365-376.
F. Peri, L. Cipolla, E. Forni, F. Nicotra, Monats. Chem. 2002, 113, 369.
S. A. W. Gruner, E. Locardi, E. Lohof, H. Kessler, Chem. Rev. 2002, 102, 491-514.
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D-Glucose basierende Mimetikum®®?’ des Peptidhormons Somatostatin synthetisiert
haben. Weitere Beispiele fiir die auf Kohlenhydraten basierenden Mimetika stammen
von Nicolaouw®® und Moitessier’>*, die verschiedene RGD-Mimetika (Arg-Gly-Asp)
herstellten. Ebenfalls nutzte Kessler Studien zur Untersuchung eines bioaktiven
Pentapeptids, cyclo-RGDFV (cyclo-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) (Abb. 1.7). Sein
Zuckeraminosdurederivat wurde als fS-turn-Mimetikum auf das Inhibierungsverhalten
der Bindung von Vitronectin an isolierte a,,f3-Rezeptoren sowie der Bindung von
Fibrinogen an isolierte oy, f3-Rezeptoren untersucht. Damit konnte gezeigt werden,
dass Peptide, welche die RGD-Sequenz besitzen, vielversprechende Verbindungen fiir

die Tumorbehandlung sind.

OBn OBn

HOOC

cRGDFV-Mimetikum von Kessler

Abb. 1.7: RGD- und cRGDFV-Mimetika

In unserer Arbeitsgruppe wurden 1im Rahmen eines 1994  gestarteten
Forschungsprojektes orthogonal geschiitzte Kohlenhydrate hergestellt, um sie fiir die

kombinatorische Festphasensynthese potentieller Peptidomimetika einzusetzen.

36 R. Hirschmann, K. C. Nicolaou, S. Pietranico, E. M. Leahy, J. Salvino, B. Arison, M. A. Cichy,
P. G. Spoors, W. C. Shakespeare, P. A. Sprengeler, P. Hamley, A. B. Smith III, T. Reisine, K.
Raynor, L. Maechler, C. Donaldson, W. Vale, R. M. Freidinger, M. R. Cascieri, C. D. Strader, J.
Am. Chem. Soc. 1993, 115, 12550-12568.

37 R. Hirschmann, J. Hynes, M. A. Cichy-Knight, R.1 D. van Rijn, P. A. Sprengeler, P. Grant
Spoors, W. C. Shakespeare, S. Pietranico-Cole, J. Barbosa, J. Liu, W. Yao, S. Rohrer, A. B.
Smith, J. Med. Chem. 1998, 41, 1382-1391.

3 K. C. Nicolaou, J. I. Trujillo, K. Chibale, Tetrahedron 1997, 53, 8751-8778.
39 N. Moitessier, H. Minoux, B. Maigret, F. Chretien, Y. Chapleur, Lett. Pept. Sci. 1998, 5, 75-78.
40 N. Moitessier, S. Dufour, F. Chretien, J. P. Thiery, B. Maigret, Bioorg. Med. Chem. 2001, 9,

511-523.
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Die Kohlenhydrate wurden als pentavalente chirale Geriiste sowohl iiber die anomere

Position als auch iiber die 3-Position an den polymeren Triiger gebunden (Abb. 1.8).*'

OH

OTBDPS OTBDPS
o EEO o
Q H H
B S N\/O R \/O
AllO ~"Ny AIO SN N
: OH H
0 o]

OTBDPS

Abb. 1.8: Orthogonal stabil geschiitzte Monosaccharidtemplate fiir die kombinatorische

Festphasensynthese

Im Jahre 1998 beschrieb Wong einen fiir die kombinatorische Synthese in fliissiger
Phase geeigneten, orthogonal geschiitzten Galactosebaustein®® (Abb. 1.9), mit dessen

Hilfe insgesamt 45 Tri-, Tetra-, bzw. Pentasaccharide synthetisiert wurden.

LevO OTBDPS
o
R \/\/\)J\
O.
PmbO: OCHS
OCIAc

Abb. 1.9: Orthogonal geschiitzter Monosaccharidbaustein von Wong

H T. Wunberg, C. Kallus, T. Opatz, S. Henke, W. Schmidt, H. Kunz, Angew. Chem. 1998, 110,
2620-2622.

2 C. Kallus, T. Opatz, T. Wunberg, W. Schmidt, S. Henke, H. Kunz, Tetrahedron Lett. 1999, 40,
7783-7786.

43
44
45
46

T. Wunberg, Dissertation 1997, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

C. Kallus, Dissertation 1998, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

T. Opatz, Dissertation 2000, Johannes Gutenberg Universitidt-Mainz.

T. Maidhof, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Univeristit Mainz.

47 T. Opatz, C. Kallus, T. Wunberg, W. Schmidt, S. Henke, H. Kunz, Carbohydr. Res. 2002, 337,
2089-2110.

4 C. H. Wong, X. S. Ye, Zhang, Z., J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 7137-7138.
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Des Weiteren setzte Sofia mit Erfolg orthogonal geschiitzte 2-Amino- bzw.
3-Aminoglucoronsdurederivate in Festphasensynthesen ein und erhielt eine Bibliothek
mit 48 Aminoglycosidverbindungen.”” Unsere Gruppe stellte ebenfalls mehrere 2,6-
Diaminoglucose-Scaffolds her, die erfolgreich fiir die Synthese potentieller RNA-

Liganden eingesetzt wurden (Abb. 1.10).7%°2

N3

N,
o o
PmbO o s\/\)‘\ e PmbO 3 s\/\)‘\ /O
TBSO N TBSO N
H

NPht NHFmoc H

H
N

PmbO 0 S
ERHTQ
NHAloc "
o)

n =1 oder 2

Abb. 1.10: Orthogonal stabil geschiitzte 2,6-Diaminoglucose-Scaffolds
1.5 HIV

Das menschliche Immunschwéchevirus (human immunodeficiency virus, HIV) wurde
fast zeitgleich 1983 von Montagnier” und Gallo®* entdeckt, obwohl die ersten Berichte
iiber das von HIV ausgeloste Immunschwichesyndrom (Acquired Immune Deficiency
Syndrom, AIDS) erst aus dem Jahr 1981 stammten. Heutzutage unterscheidet man
zwischen HIV-1 (Abb. 1.11) und HIV-2, wobei HIV-1 seinen Ursprung in einem
Stamm des simian immunodeficiency virus (SIVcpz) hat, das in Schimpansen Pan

troglodytes zu finden ist, und hauptsichlich fiir die globale Ausbreitung von AIDS

9 M. J. Sofia, R. Hunter, T. Y. Chan, A. Vaughan, R. Dulina, H. Wang, D. Gange, J. Org. Chem.

1998, 63, 2802-2803.

U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

! U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104-1107.

2 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

33 F. Barresinoussi, J. C. Chermann, F. Rey, M. T. Nugeyere, S. Chamaret, J. Gruest, C. Dauguet,
C. Axlerblin, F. Vezinetbrun, C. Rouzioux, W. Rozenbaum, L. Montagnier, Science 1983, 8§65-
871.

4 H. J. Alter, J. W. Eichberg, H. Masur, W. C. Saxinger, A. M. Macher, H. C. Lane, A. S. Fauci,
R. Gallo, Science 1984, 226, 549-552.

50
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verantwortlich ist.”> HIV-2 wurde 1986 entdeckt und stammt von der Mangabenart
Cercocebus atys.’®’ Dieser Virustyp ist in Westafrika endemisch und breitet sich

inzwischen auch in Indien aus.

Abb. 1.11: Das Virion des menschlichen Immunschwiichevirus (HIV-1)*®

Eine HIV-Infektion verursacht nicht unmittelbar AIDS. Charakteristisch fiir die durch
dieses Virus verursachte Krankheit ist eine Anfilligkeit fiir Infektionen mit
opportunistischen Pathogenen sowie das Auftreten einer aggressiven Form des Kaposi-
Sarkoms™ oder von B-Zell-Lymphonen.®®* Hinzu kommt eine starke Abnahme der
Anzahl an CD4-T-Zellen.

Nach Angaben der UNAIDS (AIDS-Bekdmpfungsprogramm der Vereinten Nationen)
und der WHO (World Health Organisation) haben sich bis Ende des Jahres 2006 etwa
40 Millionen Menschen weltweit mit dem HI-Virus infiziert, davon 4.3 Millionen im
letzten Jahr. Die WHO geht davon aus, dass 2006 fast 3 Millionen Menschen an AIDS

gestorben sind.”?

33 F. Gao, E. Bailes, D. L. Robertson, Y. Chen, C. M. Rodenburg, S. F. Michael, L. B. Cummins,
L. O. Arthur, M. Peeters, G. M. Sharp, B. H. Hahn, Nature 1999, 397, 436-441.

% F. Clavel, D. Geutard, F. Brun-Vezinet, S. Charmet, M. A. Rey, M. O. Santos-Ferreira, A. G.
Laurent, C. Dauguet, C. Katlama, C. Rouzioux, Science 1986, 233, 343-346.

57 V. M. Hirsch, R. A. Olmsted, M. Murphey-Corb, R. H. Purcell, P. R. Johnson, Nature 1989, 339,
389-392.

38 C. A. Janeway, P. Travers, M. Walport, M. Shlomchik, "Immunologie", 5 Auflage, Spektrum

Akademischer Verlag, Heidelberg, 2002, 484-499.

¥ D. Aboulafia, Oncology 1998, 12, 1068-1077.

60 O. Martinez-Maza, E. C. Breen, Curr. Opin. Oncol. 2002, 14, 528-532.

o1 J. Hamilton, M. McBride, P. Kettle, Ulster Med. J. 2002, 71, 72-75.

62 D. C. Douek, J. M. Brenchley, M. R. Betts, D. R. Ambrozak, B. J. Hell, Y. Okamoto, J. P.

Cazazza, J. Koruppu, K. Kunstmann, S. Wolinsky, Z. Grossmann, M. Dybul, A. Oxenius, D. A.
Price, M. Connors, R. A. Koup, Nature 2002, 417, 95-98.
63 UNAIDS/WHO, AIDS EPIDEMIC UPDATE 2006.
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1.5.1 Der HIV-Replikationszyklus

HIV gehort zur Retrovirengruppe der Lentiviren (lat.: lentus = langsam). Diese
Bezeichnung bezieht sich auf das allméhliche Voranschreiten der Erkrankung, welche
durch diese Viren verursacht wird. Die Lentiviren konnen eine Inkubationszeit — Dauer
vom Zeitpunkt der Infektion bis zum Anzeichen der Krankheit — von mehreren Jahren

haben.

envelope reverse
/ transcriptase

two copies of
"~ single-stranded RMA

wirus
receptor -

binding proteins

i capsid

loss of envelope

and cell eniry b\
- f k Virug
. \Q ‘ assembly
:j::s?r: / - translation by oF R‘;“' anvalope protdira reverse
host s 1§ 4 Q ‘ eapsid transcriptase
{- faLs| "‘ pmterns.:. . a
synthesis of L“" / = a
mﬁ;?fnd L highly spliced }I/ : 13 s a
RNA
RHA m /\",/ translation by
DA 4 host
Tat
synthesis nf\ / ,_r I;;\-'-\""- A
o ﬁ y
DNA .sfrar;w / ,} Au m_a - ? 4/
DHA ﬂf? { 2

I‘l‘?

NLb
Eranscrrptmn by /\ Full length
host 7 R
Tat
Infegration into A
host chromosome W w" N I/

NUCLEUS
Abb. 1.12: Replikationszyklus des HI-Virus-1°

Bei der Infizierung kommt es zum Eindringen des HI-Virus in die gesunden Zellen
mithilfe eines Komplexes aus zwei nichtkovalent verbundenen Glykoproteinen in der
Virushiille (gp120 und gp41). Das Glykoprotein gpl20 bindet hochaffin an das
Zelloberflaichenmolekiil CD4 und anschlieend an den Corezeptor in der Membran der
Wirtszelle. Daraufhin verursacht gp41 die Fusion der Virushiille mit der
Plasmamembran der Zelle, so dass das virale Genom des Virus sowie die assozierte
Virusproteine in die Zelle eindringen konnen. Die virale, genomische RNA wird

zunéchst durch das virale Enzym Reverse Transkriptase (RT) in eine doppelstringige

64 Y. Tor, ChemBioChem 2003, 4, 998-1007.
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komplementire DNA (cDNA) umgewandelt, und diese wird dann durch die Integrase
des Virus in das Genom der Wirtszelle eingebaut (Provirus). In aktivierten CD4-T-
Zellen leitet die Transkription des Provirus die Virusreplikation ein. Das Transkript
wird auf verschiedene Weise in mRNAs (messenger RNA) fiir virale Proteine gespleift.
Die ungespleiften mRNAs dienen weiter als Genom und die gespleilliten erméglichen
die Translation der frithen tat- und rev-Gene zum Tat (trans-activator) und dem Rev-
Protein. Tat ist ein starker Transkriptionsregulator, der als Elongationsfaktor wirkt und
die Transkription der viralen RNA ermoglicht, wihrend Rev den Transport einfach
gespleiiter und ungespleiliter Virus-RNA durch die Kernporen in das Cytoplasma
einleitet. Die ungespleiliten Transkripte sind fiir die Translation von gag und pol
notwendig und werden unter anderem als RNA-Genome mit den Proteinen zu neuen

Viruspartikeln zusammengebaut (Abb. 1.12).%

1.5.2 TAR/Tat-Wechselwirkung

Das virale Transkriptions-Transaktivatorprotein spielt neben verschiedenen zelluldren
Faktoren bei der Einleitung der Tranksription der viralen RNA eine Schliisselrolle. Es
bindet im Gegensatz zu den meisten Transkriptionsaktivatoren nicht an eine DNA-,
sondern an eine RNA-Sequenz in der LTR-Region (Long Terminal Repeat) des Virus,
die man als Transkriptionsaktivierungsregion (Trans-activating response element, TAR)
bezeichnet. So wird die Transkriptionsrate des Virusgenoms stark erhoht und die RNA-
Polymerase II (RNAP II) aktiviert. Das TAR-Element, das sich am 5°-Ende aller HIV-
mRNAs befindet, besteht aus 59 Nucleotiden und faltet sich in eine Haarnadelschleife
(stem loop) mit einer Ausbuchtung (UCU—bulge).65 Das Tat-Protein besteht aus 86
Aminosiduren und kann in zwei funktionelle Doménen unterteilt werden. Das basische,
argininreiche Motiv (RKKRRQRRR), welches die Bindung an die RNA vermittelt und

das N-terminale Motiv, das als Aktivierungsdoméne bezeichnet wird (Abb.1 .13).66'69

64
65

—

or, ChemBioChem 2003, 4, 998-1007.
. Mei, M. Cui, A. Heldsinger, S. M. Lemrov, J. A. Loo, K. A. Sannes-Lowery, L. Sharmenn,
. Czarnik, Biochemistry 1998, 37, 14204-14212.

. Selby, B. M. Peterlin, Cell 1990, 62, 769-776.

. Mei, A. A. Galan, N. S. Halim, D. P. Mack, D. W. Moreland, K. B. Sanders, H. T. Troung,
. Czarnik, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995, 5, 2755-2760.

.Rana, K. T. Jeang, Arch. Biochem. Biophys. 1999, 365, 175-185.

Ohrl, RetroVirus 2003, Bulletin 2, 4-6.

66
67

68
69
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Abb. 1.13: A) Die sekundire Struktur der TAR-RNA B) Die schematische Darstellung des Tat-Proteins®

Nach der Bindung von Tat an die UCU-Ausbuchtung von TAR kommt es zur
Komplexbildung mit Cyclin T (CycT1) und der Kinase CDK9. CycT1 und CDK9
werden zusammen als ein Transkriptionselongationsfaktor (pTEFb) bezeichnet. Dieser
ist notwendig fiir die Produktion langer mRNA-Transkripte. Es kommt zur
Hyperphosphorylierung der C-terminalen Doméne von RNAP II durch die CDK9-
Untereinheit von pTEFb und Cyclin T bildet eine von Zink abhéngige Interaktion mit
HIV-Tat (Abb.1.14).7%"!

o B. Wohrl, RetroVirus 2003, Bulletin 2, 4-6.

7 M. E. Garber, P. Wei, V. N. KewalRamani, T. P. Mayall, C. H. Herrmann, A. P. Rice, D. R.
Littman, K. A. Jones, Genes & Dev. 1998, 12, 3512-3527.

7 M. Garber, T. P. Mayall, E. M. Suess, J. Meisenhelder, N. E. Thompson, K. A. Jones, Mol. Cell.

Biol. 2000, 20, 6958-6969.
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Abb. 1.14: Schematische Darstellung der Bindung von p-TEFb an die TAR-RNA iiber Interaktion mit
HIV-1 Tat.Das Tat/TAR Erkennungsmotiv von CycT1 (TRM, griin) bildet eine Zink abhingige
Interaktion mit HIV-1 Tat aus und ist an der direkten Bindung der RNA {iber ihre zentrale Schleife
beteiligt. TRM besitzt Arginine und hydrophobe Aminosduren, was diese Erkennung wahrscheinlich
ermoglicht. Die Tat Aktivierungsdoméne (blau) interagiert mit CycT1 {iiber die intermolekulare Zink-
Briicke und ebenso iiber Reste des TRM. Tat bindet die TAR RNA iiber ihre 5’ ,bulge”. Im
unphosphorylierten Zustand ist keine Bindung von CDK9 an die TAR RNA nachweisbar. Im
autophosphorylierten Zustand dagegen ermoglichen Konfomationsinderungen die Bildung eines
hochaffinen Komplexes.

1.5.3 Rev/RRE-Wechselwirkung

Eukaryotische Zellen verfiigen iiber Mechanismen, die den Export von unvollstindig
gespleifiten mRNA-Transkripten aus dem Zellkern verhindern. Dies konnte fiir ein
Retrovirus ein Problem darstellen, das den Export von ungespleifiten, einfach und
mehrfach gespleiBten mRNA-Spezies benotigt, um den vollstindigen Satz der viralen

Proteine zu exprimieren. Das virale Rev-Protein 16st dieses Problem (Abb. 1.15).

multimerization

NLS
&
RRE activation
1 binding domain/NES 116

| W /.\

“TRQARRNRRRRWRERQR ™LPPLERLTL
DL (M10)

Abb. 1.15: Schematische Darstellung von Dominenstrukturen des Rev Proteins’

2 V. W. Pollard, M. H. Malim, Annu. Rev. Microbiol. 1998, 52, 491-532.
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Dieses ca. 116 Aminosduren grofle Protein wird durch zwei Exons kodiert, die im
Bereich des Env-Gens lokalisiert sind und durch Spleilprozesse zusammengefiihrt
werden. Das Rev-Protein wird zweifach phosphoryliert.”” Diese Phosporylierung hat
zwar in vitro keine Auswirkung auf die Funktion von Rev, ™ jedoch wird vermutet, dass
auf diese Weise konformelle Umlagerungsprozesse eingeleitet werden und die stirkere
RNA-Bindung vermittelt wird. Das Rev-Protein kann in zwei funktionelle Doménen
unterteilt werden. Die N-terminale Doméne enthélt Sequenzmotive, die wichtig fiir die
nukleare Lokalisation (NLS)™”7°, Multimerisie1’ung77’78 und RNA—Bindung79’80 sind.
Eine zweite wichtige Doméne ist im C-terminalen Bereich von Rev lokalisiert und
umfasst eine Leucin reiche Sequenz, in der sich das nucledre Exportsignal (nuclear
export signal, NES) befindet (Abb. 1.14).78’81’82 Wie schon erwéhnt, vermittelt Rev-
Protein durch die Bindung an das Rev-Responsive-Element den Transport der

gespleifiten und einfach gespleilten viralen mRNA (Abb. 1.16).
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Abb. 1.16: Schematische Darstellung der Dominenstruktur des Rev-Responsive-Elements'

2 V. W. Pollard, M. H. Malim, Annu. Rev. Microbiol. 1998, 52, 491-532.

73 J. Sodroski, W. C. Goh, C. Rosen, A. Dayton, E. Terwilliger, W. Haseltine, Nature 1986, 321,
412-417.

" A. W. Cochrane, E. Golub, D. Volsky, S. Ruben, C. A. Rosen, J. Virol. 1989, 63, 4438-4440.

s E. Bohnlein, J. Berger, J. Hauber, J. Virol. 1991, 65, 7051-7055.

e M. Hammerschmid, D. Palmeri, M. Ruhl, H. Jaksche, I. Weichselbraun, E. Bohnlein, M. H.
Malim, J. Hauber, J. Virol. 1994, 68, 7329-7335.

77 H. S. Olsen, A. W. Cochrane, P. J. Dillon, C. M. Nalin, C. A. Rosen, Genes & Dev. 1990, 4,
1357-1364.

78 M. L. Zapp, T. J. Hope, T. G. Parslow, M. R. Green, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 7734-
7738.

7 T. J. Daly, K. S. Cook, G. S. Grey, T. E. Maione, J. R. Rusche, Nature 1989, 342, 816-819.

80 M. H. Malim, L. S. Tiley, D. F. McCarn, J. R. Rusche, J. Hauber, B. R. Cullen, Cell 1990, 60,
675-683.

81 A. M. Szilvay, K. A. Brokstad, R. Kopperud, G. Haukenes, K. H. Kalland, J. Virol. 1995, 69,
3315-3323.

82 M. H. Malim, B. R. Cullen, Cell 1991, 65, 241-248.
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Das RR-Element besteht aus ca. 200 Basen, die im Env-Gen von HIV-1 lokalisiert
sind.*’ Die fiir die Bindung bedeutende Region ist der Bereich des stem loop 1IB, der
durch eine Reihe nicht gepaarter Nucletide gebildet wird, die den ansonsten
doppelstriangigien Bereich formen. Nach einer Bindung und Oligomerisierung des Rev-
Proteins an das RR-Element kommt es zur kooperativen Bindung des zelluldren
Proteins Exportin 1 (XPO) und der Ran-Guanosintriphosphatase (Ran GTP). Dieser
Rev-RRE-Komplex wird anschlieBend durch die Kernporen ins Cytoplasma
transportiert. Dort wird Ran GTP durch das Ran GTP-Aktivierende Protein (Ran GAP)
zu Ran GDP hydrolysiert, wobei nach dem Losen des Proteinkomplexes die
ungespleilte mRNA vom Rev-Protein freigesetzt wird. Der Exportweg kann durch

Leptomycin, einem Streptomyces-Metaboliten, unterbunden werden (Abb. 1.17).3
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Abb. 1.17: Schematische Darstellung der Transportaktivierung durch Rev-RRE-Interaktion’>*

2 V. W. Pollard, M. H. Malim, Annu. Rev. Microbiol. 1998, 52, 491-532.
8 L. Solomin, B. K. Felber, G. N. Pavlakis, J. Virol. 1990, 64, 6010-6017.
84 M. Fakuda, S. Asano, T. Nakamura, M. Adachi, M. Yoshida, M. Yanagida, E. Nishida, Nature

1997, 390, 308-311.
85 M. Emerman, M. H. Malim, Science 1998, 280, 1880-1884.
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1.6 RNA

Seit einigen Jahren weckten RNA-Molekiile immer mehr Interesse und Beachtung bei
der Suche nach neuen Wirkstoffen. RNA-Molekiile spielen nimlich eine zentrale Rolle
bei vielen Schritten der Genreplikation und Expression. Die groffe Zahl an bekannten
RNA-Strukturen rechfertigt den Begriff einer ,,RNA—Welt“.86 Eigenschaften wie die
Abwesenheit von RNA-Reparaturmechanismen in der Zelle, die Diversitit der
dreidimensionalen Strukturen und deren Zugénglichkeit in Ribonucleoprotein-
Komplexen, entpuppen sich in vielen aktuellen Untersuchungen als wichtige Faktoren

fiir die Entwicklung von Therapeutika.

1.6.1 Struktur der RNA

Obwohl die DNA und RNA enge chemische Verwandtschaft aufweisen, beobachtet
man im Fall der RNA deutlich groere Strukturvarianz. Diese ist z. B. durch die
Ausbildung der unterschiedlichen Tertidrstrukturen bedingt, die eher mit der
Vielfiltigkeit von Proteinen und deren Tertidirstrukturen vergleichbar ist.*” Die DNA
liegt im Allgemein nur in Form einer Doppelhelix vor. Des Weiteren ist die
Tertidrstruktur der RNA fiir die RNA-Liganden-Wechselwirkungen und fiir die
biologische Funktion von gro3er Bedeutung.

RNA kommt in der Natur entweder als Doppelhelix mit a-Struktur oder globuldr in
kurzen doppelhelicalen Dominen vor, die iiber kurze Einzelstringe verbunden sind. Die
Doppelhelix zeichnet sich durch Watson-Crick-Basenpaare und die Einzelstringe durch
weite und flache kleine Furchen (minor groove) sowie enge und tiefe gro3e Furchen
(major groove) aus. Diese einzelstringigen Strukturelemente bilden definierte Formen
wie Schlaufen (loops), Haarnadel-Schlaufen (hairpin loops), Ausbuchtungen (stems),
Pseudoknoten (pseudoknots) und Verzweigungen. Die groBlen Furchen sind fiir die

meisten Liganden nur sehr schwer zuginglich.***° Die Tertiiirstruktur wurde erst aus

86 H. RauchfuB3, "Chemische Evolution und der Ursprung des Lebens", Springer Berlin Heidelberg,

2005, 177-218.

87 C. S. Chow, F. M. Bogdan, Chem. Rev. 1997, 97, 1489-1513.
88 K. M. Weeks, D. M. Crothers, Science 1993, 261, 1574-1577.
8 C.J. Alden, S. H. Kim, J. Mol. Biol. 1979, 132, 411-434.

% W. Saenger, in "Principles of Nucleic Acid Structure", Springer Verlag, New York, 1984.



22 Einleitung

Kristallstrukturen und ~ NMR-Untersuchungen  ersichtlich.”’™®  Die tertidiren
Wechselwirkungen erforschte Kim anhand der Kristallstruktur von tRNA.” Dazu
gehoren Wechselwirkungen wie Wasserstoff-Briicken zwischen Basen (nicht Watson-
Crick), zwischen Basen und dem Zucker-Phosphat-Riickgrat oder Interkalationen und

Interaktionen zwischen unterschiedlichen Resten des Riickgrats (Abb. 1.18).

Abb. 1.18: A) Hiufig auftretenden RNA-Sekundirstrukurelemente B) Beispiel einer Tertidrstruktur:
tRNA

1.6.2 RNA-Liganden-Wechselwirkungen

1.6.2.1 Nichtkovalente Bindung an RNA

Die nichtkovalente Bindung von Proteinen oder niedermolekularen Verbindungen an
RNA kann iiber drei mogliche Interaktionen erfolgen, die allerdings nicht immer
voneinander abzugrenzen sind:

. Die elektrostatischen ~Wechselwirkungen zwischen negativ geladenen

Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat-Riickgrats und positiv geladenen Gruppen der

Liganden

o G. J. Quigley, A. Rich, Science 1976, 194, 796-806.

o2 D. J. Patel, L. Shapiro, D. Haro, Q. Rev. Biophys. 1987, 20, 35-112.

9 E. Westhof, P. Dumas, D. Moras, J. Mol. Biol. 1985, 184, 119-145.

o4 D. J. Patel, Curr. Opin. Struct. Biol. 1999, 9, 74-87.

9 S. H. Kim, J. L. Sussman, F. L. Suddath, G. J. Quigley, A. McPherson, A. H. J. Wang, N. C.

Seeman, A. Rich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1974, 71, 4970-4974.
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. Die Bindung in die Furchen iiber die Bildung von H-Briicken und van der
Waals-Wechselwirkungen.
. Die Interkalationen bzw. Stapelwechselwirkungen von Basenpaaren,

aromatischen Seitenketten der Aminosduren oder n-Kationen-Wechselwirkungen.

1.6.2.2 Protein-RNA-Komplexen

Die meisten Funktionen der RNA werden durch Bildung von Protein-RNA-Komplexen
reguliert. An den intermolekularen Wechselwirkungen sind in diesen Komplexen vor
allem die Proteinseitenketten beteiligt.”® Die Proteinseitenketten fungieren
hauptsichlich als H-Briicken-Donoren, die mit negativ geladenen Phosphatgruppen
wechselwirken. An etwa 20% der intermolekularen Wechselwirkungen in Protein-
RNA-Komplexen sind 2°-OH-Gruppen der RNA beteiligt, ungefihr genauso oft als H-
Briicken-Donor wie als H-Briicken-Akzeptor. Die an RNA bindenden Molekiile sind
hiufig basische Aminosduren, wie Arginin und Lysin. Aminosduren mit sauren
Seitenketten nehmen an der Erkennung von RNA eher selten teil. Andere stark
ausgeprigte Wechselwirkungen sind die Stapelwechselwirkungen, bei denen die enge
Verzahnung von Basen der RNA und Aminosiuren des Proteins auftreten kann.’*
Zusitzlich sind die Watson-Crick-Seiten der RNA-Basen wichtige Kontaktstellen fiir H-
Briicken. Als Akzeptoren dienen die Positionen 6 und 7 der Purinbasen und die 4-
Position der Pyrimidinbasen.

AuBlerdem werden wichtigen Rollen dem Wasser und den Metallionen bei den
Wechselwirkungen zugeschrieben, weil diese feste Bestandteile der dreidimensionalen
Struktur der RNA-Molekiilen sind.”” Wihrend die direkte Beteiligung von Metallionen
an der Funktion von RNA beschrinkt sein mag, eréffnet die Rolle von Kationen bei der
Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur von RNA-Molekiilen eine allgemeine
Moglichkeit, um Metallionen in Bindungstaschen durch die positiv geladenen Gruppen

gezielt auszutauschen. Wassermolekiile konnen an der H-Briicken-Bildung in

o4 D. J. Patel, Curr. Opin. Struct. Biol. 1999, 9, 74-87.
% K. Nadassy, S. J. Wodak, J. Janin, Biochemistry 1999, 38, 1999-2017.
o7 D. E. Draper, V. K. Misra, Nat. Struct. Biol. 1998, 5, 927-930.
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Komplexen niedermolekularer Verbindungen mit der RNA beteiligt sein, wie z. B. im

Falle RNA-Aptamer-Tobramycin-Komplexes gezeigt wurde (Abb. 1.19).7%%

HalN*

Abb. 1.19: Vorgeschlagene wasservermittelte Wechselwirkung zwischen einer Hydroxylgruppe des

Liganden und dem N7-Atom eines Adenins der RNA in der dreidimensionalen Struktur eines Komplexes

aus Tobramycin und Aptamer-RNA in Losung’®*

1.6.2.3 RNA-Komplexe mit niedermolekularen Verbindungen

Heutzutage konzentriert sich die Entwicklung von Leistrukturen fiir Therapeutika nach
wie vor auf niedermolekulare synthetische Verbindungen und Naturstoffe. Eine Vielfalt
an Verbindungen, die verschiedenen Verbindungsklassen angehéren und an
verschiedenen Stellen des TAR-Elements der RNA binden konnen, sind in Abbildung
1.20 dargestellt.

% L. Jiang, D. J. Patel, Nat. Struct. Biol. 1998, 5, 769-774.
9 T. Hermann, E. Westhof, J. Mol. Biol. 1998, 276, 903-912.
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Abb. 1.20: Auswabhl einiger niedermolekularer Verbindungen sowie die Stellen derer Wechselwirkungen

mit TAR-Element der RNA'"'"

Der Einsatz der kombinatorischen Chemie an der festen Phase ermdoglicht die
Evaluierung von Bibliotheken potentieller RNA-Liganden. So wurde z. B. 2003 {iber
eine Benzimidazol-Bibliothek berichtet, fiir deren Synthese Molecular-modelling-

Studien der Ausgangspunkt waren (Abb. 1.21).1%

100 R. Nifosi, C. M. Reyes, P. A. Kollman, Nucleic Acids Res. 2000, 28, 4944-4955.

101 A. Krebs, V. Ludwig, O. Boden, M. W. Gobel, ChemBioChem 2003, 4, 972-978.

102 J. D. Puglisi, R. Tan, B. J. Calnan, A. D. Frankel, J. R. Williamson, Science 1992, 257, 76-80.

103 C. Bailly, P. Colson, C. Houssier, F. Hamy, Nucleic Acids Res. 1996, 24, 1460-1464.

104 H. Y. Mei, D. P. Mack, A. A. Galan, N. S. Halim, A. Heldsinger, J. A. Loo, D. W. Moreland, K.
A. Sannes-Lowery, L. Sharmenn, H. N. Troung, A. W. Czarnik, Bioorg. Med. Chem. 1997, 5,
1173-1184.

105 F. Hamy, V. Brondani, A. Florsheimer, W. Stark, M. J. J. Blommers, T. Klimakait, Biochemistry
1998, 37, 5086-5095.

106 C. Mischiati, K. T. Jeang, G. Feriotto, L. Breda, M. Borgatti, N. Bianchi, Gambari, R., Antisense
Nucleic Acid Drug Dev. 2001, 11, 209-217.

107 Z.Du, K. E. Lind, T. J. James, Chem. Biol. 2002, 9, 707-712.

108 D. Vourloumis, M. Takahashi, K. B. Simonsen, B. K. Ayida, S. Barluenga, G. C. Winters, T.
Hermann, Tetrahedron Lett. 2003, 44, 2807-2811.
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Abb. 1.21: Die Grundstrukturen der hergestellten Benzimidazol-Bibliothek'*

Die erhaltenen Derivate werden momentan in biologischen Tests gegen verschiedene

bakterielle und virale RNA-Targets gepriift.

1.6.2.4 Aminoglycosid-Antibiotika

Die Aminoglycoside bilden eine wichtige und einheitliche Antibiotika-Klasse,
hinsichtlich der antibakteriellen Aktivitit aber auch der unerwiinschten Wirkungen. Sie
werden seit mehr als 60 Jahren in der klinischen Anwendung genutzt. Sie wurden aus
Streptomyces- und Micromonospora-Arten isoliert.'” Limitierend fiir ihren Einsatz sind
Nephrotoxizitit, Ototoxizitit und schlechte Absorption bei oraler Verabreichung. Bei
sorgfiltiger Indikationsstellung und Beachtung der genannten Risikofaktoren ist die
Therapie mit Aminoglycosiden trotz toxischer Risiken jedoch akzeptabel und in einigen
Fillen wunersetzbar. Der groffte Teil von Aminoglycosid-Antibiotika enthilt

Aminozucker, die mit dem 2-Desoxystreptamin-Geriist verbunden sind (Abb. 1.22).'"°

108 D. Vourloumis, M. Takahashi, K. B. Simonsen, B. K. Ayida, S. Barluenga, G. C. Winters, T.
Hermann, Tetrahedron Lett. 2003, 44, 2807-2811.

109 T. R. Zembower, G. A. Noskin, M. J. Postelnick, C. Nguyen, L. R. Peterson, Int. J. Antimicrob.
Agents 1998, 10, 95-105.

1o B. Francois, R. J. M. Russell, J. B. Murray, F. Aboul-ela, B. Masquida, Q. Vicens, E. Westhof,
Nucleic Acids Res. 2005, 33, 5677-5690.
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Abb. 1.22: Strukturen einiger Aminoglycoside'"®

Die stereochemische Vielfalt der Substitutionsstellen fiir Amino- und Hydroxylgruppen
in Aminoglycosiden und deren beschriankte konformativer Flexibilitit bieten vielseitige
Moglichkeiten, um potentielle RNA-Liganden so zu entwerfen, dass eine spezifische
Erkennung von RNA-Strukturen erwartet werden kann. Einige Aminoglycoside zeigten
bereits, dass sie die Funktionen nicht nur der prokaryotischen RNA sondern auch der
viralen RNA beeintrichtigen konnen. Dies wirkt ermutigend fiir die weitere Suche nach
neuen, in der Natur vorkommenden Aminoglycosiden und davon abgeleiteten
synthetischen Derivaten. Hierzu bietet die kombinatorische Synthese wieder eine

Moglichkeit, um ein breites Spektrum an potentiellen RNA-Liganden herzustellen.

1.6.2.5 Kombinatorische Bibliotheken von RNA-Liganden

Da die Struktur von Neomycin B hédufig als Modell fiir die RNA-Liganden-

Wechselwirkung dient und die ersten ausfiihrlichen Ergebnisse hinsichtlich dieser

1o B. Francois, R. J. M. Russell, J. B. Murray, F. Aboul-ela, B. Masquida, Q. Vicens, E. Westhof,
Nucleic Acids Res. 2005, 33, 5677-5690.
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Interaktionen bekannt waren, beschrieb Wong die kombinatorische Parallelsynthese von
Disacchariden, die aus einer Teilstruktur des Neomycin B, der Neamin-Einheit,
synthetisiert wurden. Der Aldehyd wurde in einer Ugi-Reaktion mit einem Glycinester,
zwel verschiedenen Isonitrilen und 13 verschiedenen Aminosduren umgesetzt. Die
erhaltenen Produkte wurden ohne vorherige Reinigung Tests unterzogen, um zu priifen,

ob sie die Rev/RRE-Wechselwirkung hemmen (Abb.1.23).111

NHPG

Q
NH A i
2 C!
o PGHN | PGHN. HEN\)j\

HO . o
HO H.N Neamin o NHPG

HoN AcO
o H
R'HN o NH, —
HO
(¢]
¢} o *
° \)j\

N 2
oH g
. /'\ R—N=C
“, PGHN COOH

Abb. 1.23: Neomycin B-Mimetika nach Wong'"!

Aus diesen Priifungen ging hervor, dass vier Verbindungen bei einer Konzentration von
200 uL solche Wechselwirkung fast vollstindig inhibieren konnen.

Ein weiterer Ansatz, der Diaminomonosaccharid-Baustein zur Synthese von
potenziellen RNA-Liganden verwandte, wurde zwei Jahre spiter beschrieben. In diesem
wurde ein Allylglucosid an zwei Positionen durch kombinatorische Variation mit vier
verschiedenen Aminosiduren zu entsprechenden Amiden umgesetzt und die erhaltenen

Derivate auf ihr Bindungspotenzial an RNA-Molekiilen getestet (Abb. 1.24).'?

N

[\ Ng
HO 2 Q Q
HO AS-OSu HO 1. 0;, MeOH, -78 °C HO
HN DMF, NE Ho R'HN HO R'HN
B t 2. DMS
/\/ 3 P o
o o/\/ o/\/

N NH,
Q Q
R2-NH,, NaCNBH, HOHO H,, Pd(OH), (20% auf C) HoHo
Ty ) — .
AcOH R'HN 2 AcOH, H,0 R'HN
¢ PN z A~ R
o) N o) N

Abb. 1.24: Synthese einer Bibliothek von 2,6-Diaminoglucose-Derivate

1 W. C. Park, M. Auer, H. Jaschke, C. H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 10150-10155.
12 C. H. Wong, M. Hendrix, D. D. Manning, C. Rosenbohm, W. A. Greenberg, J. Am. Chem. Soc.
1998, 120, 8319-8327.
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Fiir die Untersuchung dieser Ligand-RNA-Wechselwirkungen wurde 16S rRNA von E.
Coli (Wild-Typ und drei Mutanten der A-Doméne) gewéhlt.
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2 KONZEPTION UND ZIELSETZUNG

Die Vielfalt an in der Natur vorkommenden Aminozuckern und Desoxyzuckern sowie
Aminoglycosiden und die Erkenntnis, dass diese in vielen biologischen Prozessen eine
Schliisselrolle spielen, machen diese Substanzklasse zu einem attraktiven Ziel bei der
Suche nach neuen potentiellen Medikamenten. Wihrend der Therapie des Humanen
Immunschwiche Virus (HIV) kann der pharmakologische Angriff auf verschiedenen
Etappen von dessen Lebenszyklus erfolgen. Das Aminoglycosid-Antibiotikum
Neomycin B beispielweise bindet an die HIV-RNA Erkennungselemente, wie RRE'"*
16 ynd TAR67’“7, und hemmt die Bildung von HIV-Rev und HIV-Tat-Protein-

Komplexen, die fiir die weitere Aktivierung der viralen RNA notwendig sind (Abb.

2.1).

Abb. 2.1: Vergleich der TAT/Tar- und TAR/Neomycin B - Wechselwirkung.''® Die gelbe Schleife stellt
das Phosphat-Riickgrat der RNA schematisch dar. Die Stidbchen werden fiir die Basen- und die
Ribosestrukturformel in der Bindungsstelle des Tat-Proteins bzw. des Neomycin B verwendet. Gelber
Pfeil 1: In Gegenwart von Tat zeigt das Phosphat-Riickgrat bei U23 in Richtung der groen Furche; in
Gegenwart von Neomycin B zeigt dieser Teil des Riickgrats in Richtung der kleinen Furche und bildet die
Bindungstasche fiir dieses Antibiotikum. Gelber Pfeil 2: In Gegenwart von Neomycin B wird das Geriist
unter der Ausbuchtung in Richtung der grolen Furche gebogen. Die Lage der Basen G21 und A22 wird
verdndert und das Volumen der Bindungstasche fiir das Tat-Protein in der groen Furche wird kleiner
gemacht. Gelber Pfeil 3: In Gegenwart des Tat-Proteins wird die obere Ausbuchtung bei U25 in Richtung
der kleinen Furche gebogen, wihrend dessen eine Bindungstelle fiir die Tyr 47 gebildet wird. In
Gegenwart des Neomycin B wird die obere Ausbuchtung in Richtung der groen Furche verschoben und

die Stelle der Bindung von Tyr 47 besetzt.

67 Mei, A. A. Galan, N. S. Halim, D. P. Mack, D. W. Moreland, K. B. Sanders, H. T. Troung,

Y.

W. Czarnik, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995, 5, 2755-2760.

13 G. Werstuck, M. L. Zapp, M. R. Green, Chem. Biol. 1996, 3, 129-137.

e M. L. Zapp, S. Stern, M. R. Green, Cell 1993, 74, 969-978.

115 J.T. H. Tok, L. J. Dunn, R. C. Des Jean, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 1127-1131.
e Wang, K. Hamasaki, R. R. Rando, Biochemistry 1997, 36, 768-779.

17 T. Hermann, E. Westhof, J. Med. Chem. 1999, 42, 1250-1261.
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Der Einfluss der Amino-Funktionen des Aminoglycosids, die unter physiologischen
Bedingungen durch Protonierung positiv geladen sind und dadurch an einen negativ
geladenen Teil der RNA-Tasche binden konnen, ist offensichtlich. Der Wechsel von
einer Amino-Gruppe in Neomycin B gegen eine Hydroxyl-Gruppe in Paromomycin
hebt bereits die inhibierende Wirkung in self splicing und Rev-RRE-Assays auf.'"*
Ahnliches Verhalten wurde auch fiir Kanamycin A und Kanamycin B beobachtet. Auch
die Hydroxyl-Gruppen spielen eine wichtige Rolle. So ist z.B. Kanamycin B

zwanzigmal weniger aktiv als sein 3-Desoxyderivat — Tobramycin (Abb. 2.2).

OH 2
- /% Rwﬁwz Aminoglycosid | R' R? self-splicing |Rev-RRE
H,N Ho NH,
HO 0 Kanamycin A | OH | OH > 2000 > 1000
AR, y

H.

Kanamycin B | NH, | OH 10 100
Tobramycin NH, | H 0.5 10
R
Q
HO
" ) O/O%/NW Aminoglycosid | R | self-splicing | Rev-RRE
\\Q Paromomycin | OH 100 > 100
o oH —NH
o Neomycin B | NH, 0.5 1
HN OH

HO

Abb. 2.2: Reprisentative Beispiele von Aminoglycosid-Antibiotika und ihre Struktur-Aktivitéit
Beziehung. Die Inhibierung von I intron self splicing wird als ICs, und von Rev-RRE als ICy, in xmol

114
angegeben

Neben den elektrostatischen Wechselwirkungen hat die raumliche Anordnung der
einzelnen Funktionalititen am 2-Desoxystreptamin-Geriist eine groe Bedeutung. Da
erste vielversprechende Ergebnisse bei der Suche nach weiteren potentiellen RNA-
Liganden unter dem Einsatz des Schutzgruppenkonzeptes fiir ein Diaminoglucose-

50-52

Scaffold erhalten wurden, war die Synthese von neuen Diaminomonosaccharid-

Templaten von groem priparativen und pharmakologischen Interesse (Abb. 2.3).

0 U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

! U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104-1107.
32 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
e M. L. Zapp, S. Stern, M. R. Green, Cell 1993, 74, 969-978.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung: von Neomycin B zu 2,6-Diaminogalactose- und

2,4-Diaminogalactose-Liganden

In dieser Arbeit soll die Synthese von neuen Diaminogalactose-Scaffolds durchgefiihrt
werden (Abb. 2.4). Nach Priifung der Orthogonalitdt der Schutzgruppen soll durch
einen kombinatorischen Ansatz eine Substanzbibliothek hergestellt und im Rahmen des
Sonderforschungsbereichs 579  (RNA-Liganden-Wechselwirkungen) auf ihre

biologische Wirkung untersucht werden.
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Abb. 2.4: Diaminogalactose-Scaffolds fiir die Festphasensynthesen
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Die Synthese der Scaffolds, baut auf den Erkenntnissen von Hiinger und Ohnsmann
iiber Diaminoglucose-Template auf, die sie im Rahmen ihrer Doktorarbeiten erhalten

haben.>’>?

0 U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

3 U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104-1107.
32 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
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3 ALLGEMEINER TEIL

3.1 Das 6-Allyloxycarbonylamino-2-azido-galactose-Scaffold

3.1.1 Retrosynthetische Betrachtung

Im Gegensatz zu der Synthesestrategie fiir das Diaminoglucose-Scaffold, fiir welches
D-Glucosaminhydrochlorid als Ausgangsmaterial zur Verfiigung steht, in dem die erste
Aminogruppe schon vorhanden ist und direkt geschiitzt werden kann, muss fiir die
Synthese des gewiinschten Diaminogalactose-Templates ein alternativer Weg iiberlegt
werden. Zwar ist das D-Galactosaminhydrochlorid ebenfalls kommerziell erhiltlich,
jedoch wird auf seinen Einsatz wegen des sehr hohen Preises bei Ansidtzen im
100 g - MaBstab verzichtet.

Ausgehend von D-Galactose wird die Azidogruppe in 2-Position eingefiihrt. Diese
maskiert die erste Aminogruppe. AnschlieBend wird das Monosacharid in einer
Glycosylierungsreaktion mit einem fiir die Festphasenreaktionen geeignetem Anker
ausgestattet. Als ndchstes wird iiber die 4- und 6-OH-Gruppen das
p-Methoxybenzylidenacetal gebildet und die freie 3-OH-Gruppe als Silylether
geschiitzt. Die regioselektive Acetaloffnungsreaktion sollte die freie 6-OH Funktion
liefern und der bei der Oxidation des primédren Alkohols gebildete Aldehyd in einer
reduktiven Aminierung das primdre Amin geben. Im néchsten Schritt wird die 6-NH,-
Gruppe unter basischen Bedingungen mit Chlorameisensdureallylester umgesetzt. Da
sich die Aloc-Schutzgruppe bereits bei der Herstellung der Glucosematrix bewéhrt hat,
soll sie in der 6-Position orthogonale Stabilitdt gegeniiber anderen Schutzgruppen auch

fiir dieses Scaffold aufweisen (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Die retrosynthetische Betrachtung fiir das Templat 1

3.1.2 Durchfiihrung der Synthese

Die Synthese des Azidogalactosederivates 8, ausgehend von Galactose S, ist

. . . . .o 119,120
literaturbekannt und wird in vier Stufen durchgefiihrt (Abb.3.2).
Ho OH AcO QAc
Q 1. Ac,0, kat. HCIO, Q
RT,25h N-Methylimidazol, Zn
HO OH e —— AcO: _
oH 2. Ac,0, AcOH, HBr oAc 80°C, 3h,
RT, 16 h
Br 75%
quant.
5 6
AcO QAc AcO QAc
Q
Ce[(NH,),(NO;)¢], NaNj, Q
A = CH,CN, -18°C, 18 h ACO ONC,
35%-55%
N,
7 8

Abb. 3.2: Die Synthese des Azidonitrates 8

Zuerst werden die freien Hydroxylgruppen unter Verwendung von Acetanhydrid und

katalytischen Mengen Perchlorsdaure acetyliert. AnschlieBend erfolgt die Zugabe der

19 B. Liebe, H. Kunz, Angew. Chem. 1997, 109, 629-631.
120 S. Keil, Dissertation 2000, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.



36 Allgemeiner Teil

33%iger HBr-Losung, die zum Galactosylbromid 6 fiihrt. Das Bromid wird nach

. 121
Lemieux

in basischem Milieu mit Zink quantitativ zum Galactal 7 reduziert. Bei
dieser Reaktionssequenz ist die méiige Ausbeute von 35-55% des letzten Schrittes, der
Azidonitratisierung, fiir die Gesamtausbeute ein limitierender Faktor. Das Azidonitrat 8
kann weiter in das instabile Galactosylbromid 9 iiberfiihrt werden, das aufgrund seiner
Labilitdt direkt in der Glycosylierungsreaktion umgesetzt werden soll. Da dieses
Bromid in der 2-Postion einen Substituenten trigt, der keinen Nachbargruppeneffekt
ausiibt, sollte man ein Gemisch von zwei Anomeren erhalten. Das in der Literatur
beschriebene Verfahren zur Gewinnung von Thioglycosiden aus Bromiden,'** liefert fiir
das eingesetzte Ankersystem, 4-Mercaptobuttersduremethylester 10 kein erwartetes

Produkt, so dass ein anderer Weg fiir die Ankereinfithrung eingeschlagen werden muss

(Abb. 3.3).

AcO OAc AcO QAc
Q LiBr, CH,CN Q
.
AcO ONO; RT, 12h AcO
N3 quant. N,
Br
8 9
HS\/\)?\ AcO QA
OCH,4
10 / Q o
Tetra-n-butylammoniumbromid AcO- S\/\)J\
Toluol, NaOH/H,0 N, OCHs
11

Abb. 3.3: Der Versuch zur Darstellung des Thioglycosids 11

Eine Moglichkeit stellt die Synthese iiber ein Azidogalactosetrichloracetmidat dar.
Die von Schmidt beschriebene Anwendung des Trichloracetimidat-Verfahrens fiir
2-Azidogalactose-Derivate ist eine interessante Alternative zu den zahlreichen
Varianten der klassischen Koenigs-Knorr-Methoden.'”"* Will man an anomerer
Position des Azidonitrates ein Trichloracetimidat einfithren, muss man das Nitrat

zunéchst hydrolysieren. Dies kann unter Verwendung von Natriumnitrit in wissrigem

121 R. U. Lemieux, R. M. Ratcliffe, Can. J. Chem. 1979, 57, 1244-1251.

122 J. Bogusiak, W. Szeja, Pol. J. Chem. 1985, 58, 293-298.

123 G. Wulff, G. Réhle, Angew. Chem. Int. Ed. 1974, 13, 157-170.

124 G. Grundler, R. R. Schmidt, Liebigs Ann. Chem. 1984, 1984, 1826-1847.
125 H. Paulsen, Angew. Chem. Int. Ed. 1982, 21, 155-173.
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Dioxan bei 80 °C,'**'*® Thiophenol und N, N-Diisopropylamin in Acetonitril'>’ oder mit
Hydrazinacetat in N,N-Dimethylformamid'*® bewerkstelligt werden. Fiir die selektive
Hydrolyse an 1-Position wird in dieser Arbeit das dritte Reagenz gewihlt. Das
entstandene Halbacetal 12 wird mit Trichloracetonitril umgesetzt. Je nach Wahl der
verwendeten Base soll die Reaktion zu verschiedenen Isomerengemischen fiithren. Mit
Natriumhydrid erhdlt man nur o-Imidat, wéihrend man bei der Reaktion mit
Kaliumcarbonat als Katalysator ein Imidatgemisch (a:f = 1:4) isoliert.

Fiir die eigenen Synthesen wird die schwichere Base Kaliumcarbonat bevorzugt, weil
das im Uberschuss gebildete f-Anomer in der nichste Stufe schnell und selektiver mit
4-Mercaptobuttersiuremethylester* 10 und Bortrifluorid-Diethylether-Komplex zu
einem hoheren Uberschuss am gewiinschten Thioglycosid 11 (a:f = 3:1) reagiert. Eine
so hohe Selektivitit kann fiir das in einer Reaktion mit NaH hochselektiv gebildete a-

Trichloracetimidat nicht erreicht werden (Abb. 3.4).

AcO OAc AcO OAc

M Hydrazinacetat M CL,CCN, K,CO4
oNo, — ————— oH ———
AcO N 2 absol. DMF,RT, 2h AcO N RT
8 75% - 90% 3 quant.
8 12
HS/\/\[(OCHS
AcO OAc o 0 AcO OAc
1
Q e} o
Ac O. CCl, BF3xOEt, absol. E,0,0°C 1 h, ACO S\/\)]\
ey RT,5-6h ™ OCH,
NH 60% - 75%
13 11

Abb. 3.4: Die Synthese des Thioglycosids 11

Die Einfiihrung der weiteren Schutzgruppen erfolgt nach hiufig angewendeten
Methoden.”*>* Wie schon bei dem vergleichbaren Glucosederivat' werden die

Acetylgruppen nach Zemplén'® abgespalten. Das so erhaltene Derivat 14 wird durch

siurekatalysierte ~ Umacetaliesierung ~ mit  p-Methoxybenzylidenacetal™®  in

44
50

C. Kallus, Dissertation 1998, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

o U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104-1107.

124 G. Grundler, R. R. Schmidt, Liebigs Ann. Chem. 1984, 1984, 1826-1847.

126 J. Honeyman, J. W. W. Morgan, J. Chem. Soc. 1955, 3660-3674.

127 F. Gauffeny, A. Marra, L. K. Shi Shun, P. Sinay, C. Tabeur, Carbohydr. Res. 1991, 219, 237-
240.

128 T. Toyokuni, S. Cai, B. Dean, Synthesis 1992, 12, 1236.

129 G. Zemplén, A. Kunz, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1923, 56, 1705-1710.

130 H. G. Fletscher, Methods Carbohydr. Chem. 1963, 2, 307-308.
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das gewiinschte Produkt iiberfiihrt. Die beiden Anomere 15 und 16 kénnen durch flash-

saulenchromatographische Reinigung getrennt und in hohen Ausbeuten isoliert werden

(Abb. 3.5).
AcO OAc HO OH
Q % o o}
S\/\)L MeONa, MeOH, pH = 9 SM
AcO
C N OCH, quant HO N OCH,
11 14

o o

(¢}
p-Methoxybenzaldehyddimethylacetal ¢}
kat. p-TsOH, DMF 50 °C, 20 mbar o 0o (9]
* SM
@ 45% - 60% HO. HO: ~ OCH,
3

Ny o]

B:20% - 30% S\/\/[L
OCH,

15

16

Abb. 3.5: Die Synthese der p-methoxybenzylidengeschiitzten Thioglycoside 15 und 16

Die isolierten Isomere werden in parallel durchgefiihrten Synthesen zur Einfiihrung des
tert-Butyldimethylsilylethers eingesetzt."”' Man erhilt die silylgeschiitzten Produkte 17
und 18 ausgehend von 15 und 16 durch Reaktion mit Trifluormethansulfonsiure-zerz-
butyldimethylsilylester und Pyridin in N,N-Dimethylformamid. Bereits nach wenigen
Minuten ist der Umsatz vollstaindig und die beiden Produkte konnen in 99%iger

erhalten werden (Abb. 3.6).

CHBC)A@_VO
O
0 (0]
TBS-Triflat, Pyridin
HO S\/\)J\
OCH,

N3

absol. DMF, 0 °C

@ 99%
a: 15 B:99%

£:16
o
Lot
TBSO s\/\)J\OCH

Abb. 3.6: Einfilhrung des TBS-Ethers in die 3-Position

131

P. G. Gassmann, L. M. Haberman, J. Org. Chem. 1986, 51, 5010-5013.
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Die weitere Synthese des Scaffolds 1 wird lediglich mit dem o-Anomer 17
durchgefiihrt. Um die Aldehydfunktion in der 6-Position zu erhalten, die fiir die
reduktive Aminierung notig ist, wird das Acetal unter reduktiven Bedingungen mit
Natriumcyanoborhydrid und Trimethylsilylchlorid regioselektiv gevffnet."**'*® Die
sterisch anspruchsvolle Lewis-Sdure steuert die Reaktion in Richtung des hoher
substituierten p-Methoxybenzylethers 19. Dabei bildet sich entgegen den
Literaturangaben'*? zu 10-20% auch der unerwiinschte 6-O-p-Methoxybenzylether 20.
Dies wurde schon von Kallus et. al. beobachtet™ und steht nicht in Einklang mit
Literaturangaben. Man trennt das gewiinschte Produkt 19 (ca. 60%) von seinem
Nebenprodukt 20 (ca. 20%) durch Sidulenchromatographie. Die Reproduzierbarkeit
dieser Reaktion erweist sich als schwierig, was vermutlich vor allem auf die
schwankende Qualitdit des stark hygroskopischen Natriumcyanoborhydrids
zuriickzufiihren ist (Abb. 3.7).

OH
PmbO

TBSO o

N3
CHO S\/\)]\
S o OCH;
o 19 20% - 60%
NaCNBH, TMS-CI
—
TBSO No o absol.CH,CN, 0 °C ’
S\/\)]\
OCH, " OPmb
17
Q
TBSO o
N3
S\/\)J\
OCH;,
20 10% - 20%

Abb. 3.7: Regioselective Acetaldffnung

Nach der selektiven Offnung ist die primire Alkohol-Gruppe in 6-Position fiir die
Oxidation zuginglich. Unter den vielen milden Oxidationsmoglichkeiten stellt die

Swern-Methode'**

gegeniiber toxischen und umweltbelastenden Chromreagenzien wie
Pyridiniumchlorochromat (PCC) und Pyridiniumdichromat (PDC) eine wertvolle
Alternative dar. Die Synthese des Aldehyds 21 verlduft auf diesem Weg mit sehr hoher

Ausbeute (Abb. 3.8).

“ C. Kallus, Dissertation 1998, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

132 B. Samuelsson, R. Johansson, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1984, 201-202.
133 B. Becker, J. Thiem, Tetrahedron: Asymmetry 1994, 5, 2339-2350.
134 K. Omura, D. Swern, Tetrahedron 1978, 34, 1651-1660.
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OH o
PmbO PmbO 7
Q Oxalylchlorid, DMSO, NEt, Q
TBSO o absol. CH,Cl,, -78 °C TBSO o
Ny 87% Ny
S S
OCH, OCH,
19 21

Abb. 3.8: Swern-Oxidation

Es gibt zwei allgemein verwendete Methoden der reduktiven Aminierung, die sich in
der Art des Reduktionsmittels unterscheiden. Zum einen kann die Hydrierung unter
Katalyse durch Platin, Palladium oder Nickel mit Wasserstoff durchgefiihrt werden,135
zum anderen konnen reduzierende Reagenzien, wie Natriumcyanoborhydrid'*® oder
Natriumtriacetoxyborhydrid"?’ eingesetzt werden. In dieser Arbeit wird fiir die Synthese
des Amins das weniger toxische Triacetoxyderivat des Borhydrides gewihlt. Nach der
erfolgreichen Aldehydbildung werden verschiedene Testreaktionen durchgefiihrt. Die
ersten  Umsetzungen werden mit primdren Aminen, wie Benzylamin und
p-Methoxybenzylamin in absol. Acetonitril realisiert. Die gewiinschten Produkte 22 und
23 werden nach sdulenchromatographischer Reinigung in mifligen bis guten Ausbeuten

erhalten (Abb. 3.9).

HN:
PmbO

Amin, NaBH(OAc),
_— TBSO o)

absol. CH;CN N3 \/\)]\
S

22 R=H, 83%
23 R =Methoxy 53%

OCH,

Abb. 3.9: Testreaktionen fiir die reduktive Aminierung

Danach soll untersucht werden, ob es moglich ist, eine primidre Aminofunktion in die
6-Position des Monosaccharids einzubauen. Die dabei am hiufigsten beobachtete

Nebenreaktion ist die Bildung von dialkylierten Produkten. Der Einsatz von

135 W. S. Emerson, Org. React. 1948, 4, 174-255.

136 R. O. Hutchins, M. Hutchins, "Reduction of C=N to CHNH by Metal Hydrides", in N. B. Trost
and Fleming 1., "Comprehensive Organic Synthesis", Pergamon Press, New York, 1991.

137 A. F. Abdel-Magid, K. G. Carson, B. D. Harris, C. A. Maryanoff, R. D. Shah, J. Org. Chem.
1996, 61, 3849-3862.
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Ammoniumacetat in groBen UberschuB soll diese Tendenz unterdriicken. Dazu wird
zunidchst der Aldehyd 21 in absol. Acetonitril gelost und bei Raumtemperatur mit
Ammoniumacetat versetzt. Die Zugabe von Natriumtriacetoxyborhydrid erfolgt danach
unter Kiihlung im Eisbad. Die diinnschichtchromatographische Kontrolle zeigt nach
wenigen Minuten einen vollstindigen Umsatz. Die massenspektrometrische
Untersuchung und die NMR-Analyse weisen jedoch auf die Verbindung 24 hin (Abb.
3.10). Alternativ wird versucht, durch Einsatz von Natriumcyanoborhydrid,"*® und/oder
anderen Losungsmitteln die Dialkylierung zu verhindern. In allen Fillen wird als
Hauptprodukt Verbindung 24 nachgewiesen. Dieses FErgebnis stimmt mit den
Erfahrungen der Gruppe von Wittmann auf dem Gebiet der reduktiven Aminierung von

Zuckern iiberein. '’

Ammoniumacetat, NaBH;CN

TBSO o

CH,OH N
% 3 S\/\)]\

Abb. 3.10: Reduktive Aminierung mit Ammoniumacetat

Da auf diesem Weg das Ziel, die Synthese des vielversprechenden Scaffolds 1, nicht
erreicht werden kann, wird in der Folge angestrebt, die Herstellung der Galactosematrix
genau an das Vorbild des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-glucose-Derivates

anzulehnen (Abb. 3.11).

N;

Q

PmMbO s OCH,
TBSO \/\”/
NHAloc

0]

Abb. 3.11: 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-glucose-Derivat nach Hiinger und Ohnsmann™>

0 U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

! U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104-1107.

2 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

138 Z.Ma, R. F. Clark, A. Brazzale, S. Wang, M. J. Rupp, L. Li, G. Griesgraber, J. Med. Chem.
2001, 44, 4137-4156.

139 nicht verdffentlichte Ergebnisse SFB 579 Kolloquium.
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3.2 Das 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-galactose-Scaffold

3.2.1 Retrosynthetische Betrachtung

Fiir die Herstellung des zweiten Scaffolds soll eine andere Strategie gewihlt werden.
Die Modifizierung der Synthese soll nach der Einfiithrung des Silylethers und direkt vor
der Acetaloffnungsreaktion stattfinden. Nach der im vorherigen Kapitel beschriebenen
Reaktion mit TBS-Triflat soll das Azid 17 und 18 reduziert werden. Die Vielzahl der
literaturbekannten Methoden zur Azidreduktion verspricht einen Erfolg fiir diesen
Ansatz. Das in der 2-Position erhaltene Amin soll problemlos durch Behandlung mit
Chlorameisensdureallylester geschiitzt und das Acetal soll nach neu erarbeiteten
Verfahren regioselektiv geodffnet werden. Der letzte Schritt fiir die Bildung der
6-Azidogalactose 2 soll analog zu der bei der Synthese von 6-Azidoglucose

beschriebenen Methode durchgefiihrt werden (Abb. 3.12).5 2

PmbO Ny PmbO OH
0] 0]
Q Q
S — s p—
TBSO OCH, TBSO OCH,3
NHAloc NHAloc
2

CH;O CH,O

< > AN — >—v
o o) ?
0 o}
° S\/\)]\ - ° \/\)]\
s
TBSO OCH, TBSO OCH,
NH NH,
o=<

O

§ Aloc
/ CHSO&O
O
[0}
R \/\)]\
S
TBSO: OCH,4
Ny

Abb. 3.12: Die retrosynthetische Betrachtung fiir das Templat 2

2 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
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3.2.2 Durchfiihrung der Synthese

Obwohl fiir sdmtliche Reaktionen an der festen Phase nur eines der Anomeren des
Scaffolds verwendet werden soll, werden beide Anomere vollstindig durch Reaktionen
in Losung aufgebaut. Zudem erhilt man die Moglichkeit zwei verschiedene Scaffolds
an die feste Phase zu binden. Man hat in diesem Fall zwar die doppelte Arbeit, erhilt
aber im Gegenzug dadurch mehr Substanzen, mit denen Testreaktionen durchgefiihrt
werden konnen.

Die Azidreduktion kann auf verschiedenem Wege bewerkstelligt werden. Bei
Verwendung von 1,3-Propandithiol als Reduktionsmittel — die Methode, die sich bei der
Synthese von Monosacchariden und Oligosacchariden vielfach bewihrt hat — bekommt
man das gewiinschte Produkt 25 und 26 erst nach mehreren Tagen und mit méBigen
Ausbeuten.'*® Auch die fiir das Glucose-Scaffold erfolgreiche Staudinger-Reduktion

52,141,142

des Azids in 6-Position liefert kein zufriedenstellendes Resultat. Einen

Durchbruch erzielt man erst mit dem Bartra-Verfahren.'*"'** Unter Verwendung von in
situ gebildeten :Sn(SHPh); Spezies zur Reduktion erhédlt man mit hohen Reinheiten

und Ausbeuten das freie Amin 25 oder 26, das ohne weitere Reinigung direkt mit
Chlorameisensdureallylester erfolgreich umgesetzt werden kann. Der von Bartra

vorgeschlagene Mechanismus fiir die Reduktion des Azides ist in Abbildung 3.13

dargestellt. 143,144

/Sn(SPh),

o ® o
— = N—N Et;NH N=N - H
R/N N=N + :Sn(SHPh), RN~ 5 \Sn(SPh)3 =3y R_H/ _NZ_. R—N—Sn(SPh),

Abb. 3.13: Mechanismus der Azidreduktion

Die nach zwei Stufen isolierten Aloc-geschiitzten Derivate 27 und 28 werden mit bis zu
90% Ausbeute erhalten (Abb 3.14). Erwidhnenswert ist, dass die Azidreduktion des

[-Anomers 18 deutlich langer dauert als des a-Anomers 17.

52

J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
140

K. Oertel, Dissertation 1999, Johannes Gutenberg-Universitiat Mainz.

1 H. Staudinger, J. Meyer, Helv. Chim. Acta 1919, 2, 635-646.

142 H. Imamura, N. Ohtake, A. Shimizu, H. Sato, Y. Sugimoto, S. Sakuraba, R. Nagano, M. Nakano,
S. Abe, C. Suzuki-Sato, I. Nishimura, H. Kojima, Y. Tsuchija, K. Yamada, T. Hashizume, H.
Morishima, Bioorg. Med. Chem. 2000, 8, 1969-1982.

M. Bartra, F. Urpi, J. Vilarrasa, Tetrahedron Lett. 1987, 28, 5941-5944.

M. Bartra, P. Romea, F. Urpi, J. Vilarrasa, Tetrahedron 1990, 46, 587-594.

143
144
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S SnCl,, PhSH, NEt, s
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Abb. 3.14: Azidreduktion und Aloc-Einfiihrung fiir die Derivate 17 und 18

Auf der Basis der in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Ergebnisse soll die Acetaloffnung mit
Natriumcyanoborhydrid und Chlortrimethylsilan folgen. Die Versuche zu dieser
Reaktion zeigen ein dhnliches Reproduzierbarkeitsproblem wie fiir die Verbindung 17.
So muss zur Herstellung der Produkte 29 und 30 ein abgewandeltes Verfahren
angewendet werden. Sobald diinnschichtchromatographisch der Beginn der
einsetzenden Zersetzung des Produktes detekiert wird, muf} die Reaktion durch Gie3en
auf eine stark geriihrte, kalte gesittigte NaHCOs-Lsg. ebgebrochen werden.
Zuriickgewonnenes Edukt kann erneut zur Reaktion gebracht werden. Die Ausbeute und
die Regioselektivitit sind jedoch miBig und in den meisten Fillen schwer
reproduzierbar. Zudem entsteht bei lidngeren Reaktionszeiten oft ein komplexes
Produktgemisch. Die Problematik dieser Reaktion soll durch eine alternative Methode
umgangen werden. Eine Moglichkeit bietet der Einsatz anderer stark volumindser
Lewis-Sduren - wie Dichlorphenylboran — zusammen mit Triethylsilan als Hydrid-

> In Test-Ansitzen mit geringen Mengen erzielt man gute und

Ubertriiger.'*
vielversprechende Resultate. Bei der Optimierung des Molekularsiebes wird festgestellt,
dass man hohere Ausbeuten mit kugelformigem Molekularsieb (4 A) anstelle von
pulverformigen Molekularsieb erreichen kann. Man erhélt die

4-0-p-Methoxybenzylether 29 und 30 bis zu 80% Ausbeute als einzige Regioisomere.

143 M. Sakagami, H. Hamana, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 5547-5551.
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Leider erweist sich die Ubertragung auf groBere Ansitze als schwierig. Die Versuche
hierzu zeigen, dass die maximale Menge der in die Reaktion -einsetzbaren
Ausgangsverbindung bei ca. 1.5 g liegt. Da die eingesetzten Mengen des alternativen
Benzyliedenacetals in von Groh et al. durchgefiihrten Versuchen'* keine Rolle spielten,
sind die Probleme bei dieser Funktionalisierung auf hohere Sdureempfindlichkeit und
Reaktivitit der
p-Methoxybenzylidenderivate 27 und 28 zuriickzufiihren. Diese Reaktion lésst sich fiir
beide Anomere problemlos durchfiihren, und man erhilt nach
sdulenchromatographischer Reinigung die Produkte 29 und 30 in 81%iger bzw.
72%iger Ausbeute (Abb. 3.15).

0] PmbO oH

&ﬂ o Et;SiH, PhBCl, o 0o
s \/\)]\ absol. CH,Cl,, -78 °C s \/\)]\
TBSO 2 TBSO 0
Molekularsieb 4 A
NHAloc OCH, NHAloc OCH,
a:81%
B:12%
a:27 a:29
£:28 £:30

Abb. 3.15: Regioselective Acetaloffnung

Als nichstes soll die freie primdre Hydroxylgruppe in eine Azidfunktion iiberfiihrt
werden. Bei der Synthese des Diaminoglucose-Scaffolds™ war das Problem der
zuverldssigen Einfithrung der letzten orthogonalen Schutzgruppe in die 6-Position nicht
vollstindig gelost worden. Es wird daher zundchst gepriift, ob die von Ohnsmann
zeitgleich untersuchten Reaktionsbedingungen auch fiir dieses Scaffold geeignet sind.
Es wire durchaus denkbar, dass bereits die geringen Abwandlungen in der Struktur des
Geriist-Molekiils eine positive Auswirkung auf die Einfiihrbarkeit der Azidogruppe
haben konnten.

Zuerst wird das a-Anomer 29 niher untersucht und sowohl Substitutionsreaktionen vom
Typ Sn2 als auch eine Reaktion unter Mitsunobu—Bedingungen147 gepriift. Die
zweistufige Reaktion unter FEinsatz der Mesyl-Gruppe als Abgangsgruppe und

Natriumazid liefert kein gewiinschtes Produkt. Zwar wird das Mesylat nach 30 Minuten

2 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

143 M. Sakagami, H. Hamana, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 5547-5551.
146 K. Groh, laufende Dissertation Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
147 M. Wada, O. Mitsunobu, Tetrahedron Lett. 1972, 13, 1279-1282.
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gebildet, die Substitution findet jedoch nicht statt. Auch die Durchfiihrung der Reaktion
unter Erwarmen auf 80 °C scheitert. Da in unserer Arbeitsgruppe ein Mikrowellen-
Gerit zur Verfiigung steht, bei dem sich durch Bestrahlung die Energie direkt und
effizient auf die Molekiile iibertragen ldsst, werden Mikrowellen-Versuche zur
Azideinfiihrung unter Verwendung dieses Gerites unternommen. Diese Methode zum
Erhitzen von Losungen und Beschleunigen chemischer Reaktionen durch
Mikrowellenenergie ist in den letzteren Jahren populir geworden.'*® Die ersten
Experimente in kleinem MaBstab, im 8 mL Gefdil und 4 mL absol
N,N-Dimethylformamid als Losungsmittel, liefern die Azidoverbindung mit méBigen
Ausbeuten. Es werden folgende Parameter eingestellt: Tp.x = 100 °C, pmax = 5 bar, Ppax
= 100 W, t = 10 bis 15 Minuten, Riithren und kontinuierende Luftkiihlung. Neben dem
gewiinschten Produkt 31 kann man Zersetzungsprodukte nachweisen, deren Struktur
aufgrund zu geringer Menge nicht aufgeklirt werden kann. Die Zugabe des Tetra-n-
butylammoniuhydrogensulfats als Phasentransferkatalysator'® verbesserte dieses

Ergebnis nicht (Abb. 3.16).

OH
PmbO Pmb0 °
0 1. MsCl, NE,, absol. CH,CI, o)
TBSO 0 2a. NaNj, absol. DMF, k. Produkt TBSO o
AlocHN 2b. NaN,, MW absol. DMF, 20% AlocHN
S 2¢c. NaN3, MW, kat. (n-Bu),NHSO,, absol. DMF, 20% S
OCH, OCH,
29 31

Abb. 3.16: Azideinfithrung iiber eine Sy2-Reaktion

Nach der Mitsunobu-Reaktion erhélt man das 6-azidofunktionalisierte a-Monosaccharid
31 in wechselnden Ausbeuten abhingig von der gewihlten Azidquelle. Zuerst wird die

explosive Stickstoffwasserstoffsiure eingesetzt.'”

Die Saure wird frisch hergestellt und
als 1 M Toluol-Losung ins Reaktionsgemisch bei 0 °C zugetropft. Die
diinnschichtchromatographische Kontrolle zeigt vollstindigen Umsatz. Beim Arbeiten

mit Siureaziden, wie Benzazid (32)"°'"** und Nicotinoylazid (33)'% wird das Edukt

148 C. O. Kappe, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 6250-6284.

149 R. Hirschmann, L. Abrous, P. A. Jokiel, S. R. Friedrich, J. Hynes, A. B. Smith, J. Org. Chem.
2004, 69, 280-302.

130 C. H. Wong, V. Bodmer-Narkevitch, O. Plettenburg, J. Org. Chem. 2002, 67, 4559-4564.

151 H. Kunz, P. Schmidt, Liebigs Ann. Chem. 1982, 1982, 1245-1260.

132 G. K. Surya-Prakash, P. S. Iyer, M. Arvanagh, G. A. Olah, J. Org. Chem. 1983, 48, 3358-3359.

133 H. Kunz, P. Schmidt, Tetrahedron Lett. 1979, 20, 2123-2124.

154 P. Schmidt, Dissertation 1981, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

135 G. Papeo, H. Posteri, P. Vianello, M. Varasi, Synthesis 2004, 17, 2886-2892.
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ebenfalls vollstindig in das 6-Azid iiberfiihrt. Das Abtrennen von Nebenprodukten, die
aus Diisopropylazodicarboxylat und Triphenylphosphin wiéhrend der Reaktion
entstehen, bereitet in allen Fillen Probleme, wobei die besten Resultate bei der
Verwendung des Nicotinoylazids erhalten werden. In Abbildung 3.17 und Tabelle 3.1

sind die Ergebnisse zusammengefasst.

H N
Pmbo ¢ PmbO |°

Q Q

PPh;, DIAD, R-N,
TBSO: o — » TBSO o
AlocHN absol. Toluol, 0 °C AlocHN
S S.
OCH, OCH,
29 31

Abb. 3.17: Azideinfithrung unter Mitsunobu-Bedingungen

No R Ausb. [%]
2 Benzoyl 52
| ™ | Nicotinoyl 71
P
N
33

Tabelle 3.1: Ergebnisse zu Azideinfithrung unter Mitsunobu-Bedingungen

Damit kann die Synthese des orthogonal geschiitzten Scaffolds 2 abgeschlossen werden.
Um es an die feste Phase anbinden zu konnen, muss der Methylester selektiv verseift
werden. Man 10st dazu das Monosaccharid 31 in einem Tetrahydrofuran/Wasser-
Gemisch und gibt Lithiumhydroxid als Base hinzu (Abb. 3.18). Die Reaktion verlduft
quantitativ und die isolierte Carbonsdure 34 kann ohne weitere Reinigung zur Reaktion

an der festen Phase gebracht werden.

PmbO |° Pmoo °
Q Q
LiOH x H,0
TBSO o ——— % » TBSO o
AlocHN THF/H,0, RT, 16 h AlocHN
S quant. s
OCH, OH
31 34

Abb. 3.18: Die Esterverseifung mit Lithiumhydroxid
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Die Versuche zu Azideinfithrung werden parallel fiir das f-Anomer 30 durchgefiihrt.
Durch die Wahl der bereits genannten Umsetzungsmethoden lésst sich das Azid sowohl
in einer Sn2- als auch in einer Mitsunobu-Reaktion einfilhren. Wenn man
Stickstoffwasserstoffsdure, Benzazid oder Nikotinoylazid einsetzt, kann man das
6-Azido-Derivat 35 in bis zu 80%iger Ausbeuten isolieren. Bei der
diinnschichtchromatographischen Kontrolle beobachtet man vollstindigen Umsatz,
jedoch zwei Produkte. Nach der Saulenchromatographie wird eine Fraktion als das
gewiinschte Produkt identifiziert. Die genaue Analyse der zweiten Fraktion war
aufgrund zu geringer Menge nicht moglich. Die Verbindung 35 liegt in der Losung als
Rotamerengemisch (1:1) vor (Abb. 3.19). Zu 'H- und “C-NMR Spektren beobachtet

man die Verdopplung der einzelnen Signale.
Pmb0 |° Pmbo
o o
Q Q
TBSO&AO/C\/\JKOCH TBSO SMOCH

:<
35a > 35b

Abb. 3.19: Postuliertes Rotamerengemisch

Diese Verhaltenweise kann fiir das a-Anomer 31 nicht nachgewiesen werden, dafiir
aber bei der Synthese der analogen Glucosematrix, die als f-Anomer mit
4-Mercaptobuttersiure als Anker versehen wurde.” Wenn man die nucleophile
Substitution unter Mikrowellenbestrahlung (Tyax = 100 °C, pmax = 5 bar, Pax = 100 W,
t = 10 bis 15 Minuten, Riihren und kontinuierende Luftkiihlung) durchfiihrt, beobachtet
man iiberraschenderweise ein neues Phianomen. Dabei wird das gewiinschte Produkt 35
nur als Nebenprodukt gebildet. Die massenspektrometrische Untersuchung deutet
darauf hin, dass hauptsidchlich ein Produkt entsteht, bei dem ein Wassermolekiil
abgespalten wird. Zuerst wird vermutet, dass es sich um das Monosaccharid 36 (Abb.

3.20) handelt, das eine exocyclische Doppelbindung tragt.

0 U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.
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[0}

. \/\)j\
S.
TBSO OCH

AlocHN

3

36
Abb. 3.20: Das vermutete Eliminierungsprodukt

Verbindungen von diesem Typ sind literaturbekannt und bereits 1928 von Helferich

- 156,157
beschrieben worden.!%!

Diese 6-Desoxy-hex-5-enopyranoside sind wichtige
Intermediate in der Chemie von Kohlenhydraten (Abb. 3.21).158 Man setzt sie bei der
Synthese von Carbocyclen ein, die iiber Ferrier bzw. andere Umlagerungen entstehen

. 159-161
konnen. '’

Q
RO SCH,CH,
RO RO

RO RO
OCH,

158,162

Abb. 3.21: 6-Desoxyhex-5-enopyranoside

Durch magnetische Kernresonanzspektroskopie zur Strukturaufklirung, wie 'H-'H-
COSY, DEPT, HSQC und HMBC, kann die Bildung des Produktes 36 ausgeschlossen
werden. Als Hauptreaktion wird eine bereits in der Literatur beschriebene Verschiebung
der Thiogruppe erkannt'®*'® bei der die thioglycosidische Funktion in die 6-Position
wandert, unter gleichzeitiger Abspaltung des Mesylats und Bildung des Galacto-hex-1-
enitolderivates 37 (Abb. 3.22).

156 B. Helferich, E. Himmen, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1928, 61, 1825-1835.

157 B. Helferich, E. Himmen, Ber. Disch. Chem. Ges. 1929, 62, 2136-2141.

138 P. M. Enright, K. M. O'Boyle, P. V. Murphy, Org. Lett. 2000, 2, 3929-3932.

159 R. J. Ferrier, S. Middleton, Chem. Rev. 1993, 93, 2779-2831.

160 P. Dalko, P. Sinay, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 773-777.

1ol M. Sollogoub, J. M. Mallet, P. Sinay, Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 362-364.

16z V. S. Borodkin, M. A. J. Ferguson, Nikolaev, A. V., Tetrahedron Lett. 2004, 45, 857-862.
163 L. Lundt, Acta Chem. Scand. 1981, B35, 637-642.

164 E. V. E. Roberts, J. C. P. Schwarz, C. A. McNab, Carbohydr. Res. 1968, 7, 311-319.
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N
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OH AlocHN
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o 35 12%
Q \/\)L 1. MsCl, NEt,, absol. CH,Cl,
S
TBSO OCH, 2.NaN;, MW, kat. (n-Bu),NHSO,, *
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AlocHN
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Abb. 3.22: Die mikrowellenunterstiitzte Sy2-Reaktion

Die genaueren Untersuchungen zu dieser Reaktion werden im néchsten Kapitel
ausgefiihrt.

Die Synthese der f-Form des Scaffolds 2 wird damit abgeschlossen. Da dieses
Monosaccharid im Vergleich zur a-Form nur in geringer Menge synthetisiert werden
kann, ausgehend von D-Galactose (5), erfolgt die Anbindung an die feste Phase und die
damit verbundene Funktionalisierungen nur mit dem a-Anomer 34 der

Galactosetemplat 2.

3.2.3 Synthese von Hex-1-enitol-Derivaten

Die Bildung von 1,2-ungesittigten Monosacchariden und deren allylische Umlagerung
sind zum ersten Mal von Fischer 1914 beschrieben worden.'® Seine modifizierte
Methode wurde bereits in Kapitel 3.1.2 bei der Synthese des Galactals dargestellt. In
meisten Fillen fiihrt diese Eliminierungsreaktion jedoch zu Produkten, die in der
2-Position keinen Substituenten tragen. Maurer und Mahn berichteten 1927 iiber einen
neuen 1,2-ungesittigten Anhydrozucker, der eine 2-O-Acetyl-Gruppe trigt.'®
Unabhingig von den Reaktionsbedingungen diente zur Gewinnung von Verbindungen

. . - - . 1 167,168
dieser Klasse als Ausgangsverbindung immer ein Halogenid. ™"

Die genauere
Untersuchung  einer  Reaktion von  2-Acetamido-2-desoxy-D-mannose  mit

Essigsdureisopropylester in Gegenwart von p-Toluensulfonsédure zeigte, dass in einem

165 E. Fischer, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1914, 47, 196-210.

166 K. Maurer, H. Mahn, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1927, 60, 1316-1320.
167 H. Paulsen, J. Thiem, Chem. Ber. 1973, 106, 132-142.

168 R. H. Shah, O. P. Bahl, Carbohydr. Res. 1979, 74, 105-116.



Allgemeiner Teil 51

Produktgemisch unter anderem ein 2-N-Acetylacetamido-hexe-1-enitol-Derivat
nachgewiesen werden konnte.'” Weitere Experimente beweisen, dass ein direkter
Zugang zu der monoacetylierten ungesittigten 2-N-Verbindungen aus Halogeniden'”’

bzw. aus intermediir gebildeten Glycosylselenoxiden'’' ebenfalls moglich ist (Abb.

3.23).

OPG
Q
PGO DBU
PG
PGNH 24%
o] OPG
Q
PGO
PG
/
OPG OPG NHPG
Q Oxidation Q ﬁ
PGO se. — |PeoO Se
PGO: pn PGO: ph 99%
PGNH PGNH

Abb. 3.23: Syntheseschema fiir N-geschiitzte-Gluco-hex-1-enitol-Derivate

In diesem Teil der Arbeit werden nun die ersten Experimente zur
mikrowellenunterstiitzten Synthese von Galacto- bzw. Gluco-hex-1-enitol-Derivaten
vorgestellt. Es muss zunéchst gepriift werden, ob das im Kapitel 3.2.3 beschriebene
Ergebnis auch fiir einfachere Derivate zu finden ist. Fiir die Tests wird die Verbindung
38 gew'aihlt,46 bei der zunichst der TBDPS-Ether!”* mit Tetrabutylammoniumfluorid
(TBAF) gespalten wird (Abb. 3.24).'7>7

HaC OTBDPS HG OH

){ T ){ T

N Qo TBAF, CH3COOH HC™ N Q
\© e \©

OAc 80% OAc

38 39

Abb. 3.24: Synthese des in der 6-Position deblockierten Galactosebausteins 39

46 T. Maidhof, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Univeristidt Mainz.

169 N. Pravdic, H. G. Fletscher, Jr., J. Org. Chem. 1967, 32, 1806-1810.

170 N. Pravdic, I. Franjic-Mihalic, B. Danilov, Carbohydr. Res. 1975, 45, 302-306.
7 D. J. Chambers, G. R. Evans, A. J. Fairbanks, Tetrahedron 2004, 60, 8411-8419.
17 S. Hannesian, P. Levalle, Can. J. Chem. 1975, 53, 2975-2977.

173 E. J. Corey, A. Venkateswarly, J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 6190-6191.

174 L. Lalonde, T. H. Chan, Synthesis 1985, 817-845.
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AnschlieBend wird die freie 6-OH Funktion mit Methansulfonsdurechlorid und
Triethylamin in absol. Dichlormethan versetzt. Das Mesylat bildet sich quantitativ und
kann problemlos weiter umgesetzt werden. Zur Kontrolle werden gleichzeitig drei
verschiedene Ansitze durchgefiihrt. Fiir einen werden genau die Reaktionsbedingungen
iibernommen, die bei der Synthese des Produktes 35 angewandt wurden. Bei dem
zweiten wird auf die Zugabe von Natriumazid verzichtet und bei dem letzten wird nur
das Rohmesylat in absol. N,N-Dimethylformamid geltst. Alle drei Proben werden in
das Mikrowellengerit gestellt und 10 Minuten unter kontiniuierender Luftkiihlung
bestrahlt. Die maximale eingestellte Leistung betrdgt 100 W, die maximale Temperatur
100 °C und der Druck pm.x = 5 bar. Wihrend der Reaktion farben sich die Losungen tief
braun. In allen Fillen wird ein vollstindiger Umsatz verzeichnet. Nach der
Aufarbeitung werden jeweils zwei Fraktionen isoliert, die analysiert werden. Alle drei
Reaktionen liefern das gewiinschte Produkt 40 neben der demesylierten Verbindung 39.
Fiir die Sxy2-Reaktion mit NaN3 kann man keine 6-Azidogalactose nachweisen (Abb.

3.25). Die erhaltenen Ergebnisse sind der Tabelle 3.2 zu entnehmen.

o o
HSC>§ &/S 1. MsCl, NE,, absol. CH,Cl, HGC>§ o
oA \© 2a. NaN,, MW, kat. (n-Bu),HSO,, absol. DMF =
2b. MW, kat. (n-Bu),NHSO,, absol. DMF
2¢. MW, absol. DMF OAc

39 40

Abb. 3.25: Die mikrowellenunterstiitzte Synthese des Galacto-hex-1-enitols 40

Ausb. 40 [%] | Ausb. 39 [%]

2a 12 15
2b 16 9
2c 23 19

Tabelle 3.2: Ergebnisse zur mikrowellenunterstiitzten Synthese des Galacto-hex-1-enitols 40

Um die Methode auf andere Zuckerderivate iibertragen zu konnen, sollen zusétzliche
Experimente gemacht werden. Aus Zeitgriinden wurden lediglich Versuche mit dem
Glucosegeriist 41 (Abb. 3.26) vorgenommen. Es zeigte sich jedoch, dass nach der
erfolgreichen Mesyleinfithrung weder das Gluco-hex-1-enitol 42 noch das Edukt 41
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isoliert werden konnten. Es muss dabei beriicksichtigt werden, dass es sich zwar um die
gleiche wandernde Thiophenylgruppe handelt, die 2-Position aber mit einem
Benzylether geschiitzt ist, der nicht nachbargruppenaktiv ist. Dieser ist jedoch

wahrscheinlich die Voraussetzung fiir die erfolgreiche Reaktion.

o S@
Q Q
BnO
BnO 1. MsCl, NEt,, absol. CH,Cl, //
AllO S - 2 AllO
\© 2. MW, absol. DMF // =

OBn

41 42

Abb. 3.26: Versuch zur mikrowellenunterstiitzten Synthese des Gluco-hex-1-enitols 42

3.3 Kombinatorsicher Einsatz des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-

galactose-Scaffolds

Mit der Esterverseifung (Abb. 3.18) wird die Synthese des Scaffolds 2 mit Erfolg
abgeschlossen. Jetzt kann die freie Carbonsdure in einer Amidkupplungreaktion fiir die
Anbindung an den polymeren Tréger angebunden werden. Es stehen dabei zwei
potentielle aminofunktionalisierte Harze zur Verfiigung, die mit dem gleichen Linker -

dem Rink-Amid Linker'” - ausgestattet sind (Abb. 3.27).

CH;0 NHFmoc

HyCO l l o/\o

Abb. 3.27: Festphasengebundener Rink-Amid Linker

Zum einen kann Tentagel®-NH,, ein Polymer mit dem Polystyrol-Riickgrat, auf das
Polyethylenglycol-Ketten aufgepfroft sind,'’® und zum anderen das Merrifield-Harz
verwendet werden. Vorteilhaft fiir die Arbeit mit Tentagel® ist ein erweitertes Spektrum

an LoOsungsmitteln, das verwendet werden kann. Mit diesem Polymer konnen

' H. Rink, Tetrahedron Lett. 1987, 28, 3787-3790.
176 E. Bayer, W. Rapp, in W. Voelter, E. Bayer, Y. V. Ochinnikov and V. T. Ivanov, "Chemistry of
Peptides and Proteins", Walter de Gruyter & Co., Berlin, New York, 1986, 3. Auflage.
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Reaktionen auch in Methanol oder sogar Wasser durchgefiihrt werden, wihrend fiir
Polystyrol nur aprotische Losungsmittel (z. B. Toluol, Dichlormethan, Dioxan,
Tetrahydrofuran oder N,N-Dimethylformamid) verwendbar sind. Auch die
Zuginglichkeit der angebundenen Molekiile fiir die Reagenzien wird aufgrund der
Aminofunktionalisierung am Ende dieser Polyethylenglycol-Ketten erhoht. Von
Nachteil ist dagegen die niedrige Funktionalisierungsdichte des Tentagel®-Harz (von
0.2 bis 0.5 mmol/g), vergliechen mit der fiir das Aminomethylpolystyrol-Harz (AMPS-
Harz, bis zu 1.6 mmol/g). AuBerdem erschwert die Klebrigkeit der beladenen
Kiigelchen des Tentagels® das Arbeiten mit kleinen Mengen. Ein anderer Grund, dem
AMPS-Tréager den Vorzug zu geben, ist mit einer anderen physikalischen Eigenschaft
des Tentagels® verbunden. Es ist hygroskopisch und das Befreien von anhaftendem
Wasser hat sich in den von Kallus durchgefithrten Experimenten als schwierig
erwiesen.*! Dies hat negative Auswirkungen auf die Reaktionen, die unter absolut
wasserfreien Bedingungen durchgefiihrt werden miissen. Hierzu zihlt unter anderem die
palladiumkatalysierte Aloc-Abspaltung.

Bevor die Verkniipfungsreaktion bewerkstelligt werden kann, muss die Fmoc-
Schutzgruppe des Rink Amid-Linkers im basischen Milieu (Piperidin, Morpholin)

177,178

abgespalten  werden. Fir die Kupplung wird folgender Satz von

Kupplungsreagenzien verwendet: HBTU,'” HOBt,'®

(Hiinigs Base, DIPEA) (Abb. 3.28).

und N,N-Diisopropylethylamin

44
177

C. Kallus, Dissertation 1998, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

Notes Synthesis, in NovaBiochem Katalog, 2005.

178 L. A. Carpino, G. Y. Han, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 5748-5749.

179 V. Dourtoglou, J.-C.Ziegler, B. Gross, Tetrahedron Lett. 1978, 19, 1269-1272.
180 W. Konig, R. Geiger, Chem. Ber. 1970, 103, 788-798.
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CH;O NHFmoc CH,0 NH,

Base
~ X DMF X
HyCO o) \O H.cO o \O

3

PmbON\s
-
TBSO N
AlocHN 0 PmbO o

X
\
1. 34 S\/\/U\OH Q
HBTU, HOBt, DIPEA, absol. DMF TBSO o] Q
AlocHN
S
2. Capping NH
oo Q

O = AMPS- oder Tentagel-Harz® OCH;,3

43 fir AMPS-Harz, X = -CH,-
44 fiir Tentagel®-Harz, X =-CH,C(0)-

Abb. 3.28: Anbindung des orthogonal geschiitzten Galactose-Derivates 34 an die polymeren Trager

Die freien nicht umgesetzten Aminogruppen des Polymers werden im néchsten Schritt
blockiert (sog. Capping). Man erreicht dies durch Schiitteln der polymeren Triger in
einem Gemisch aus Acetanhydrid und Pyridin in Dichlormethan. Die in Abbildungen
3.28 gezeigten Funktionalisierungen sowie Capping-Schritte werden sowohl fiir das
Tentagel®— als auch AMPS-Polymer durchgefiihrt. Die Anbindung wird jeweils mittels

. 177
Kaiser-Tests

kontrolliert. Eine Elementaranalyse des Schwefelgehalts gibt Aufschluf3
iber die tatsidchliche Beladung des polymeren Tréagers. Auch die Bestimmung der UV-
Absorption des Fmoc-Piperidin-Adduktes aus der Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe gibt
Auskunft iiber die Kupplungsausbeute. Es werden jeweils die Mittelwerte fiir beide
Methoden angegeben. Danach erreicht man Beladungsdichten von 0.67 mmol/g fiir
Rink-AMPS- 43 und 0.19 mmol/g fir Rink-Tentagel®- Harz 44, was

Kupplungsausbeuten von 82% und 95% entspricht.

3.3.1 Uberpriifung des Schutzgruppenmusters

Die literaturbekannten Abspaltungsbedingungen fiir die Schutzgruppen des aufgebauten
Scaffolds 43 und 44 sollen im Folgenden iiberpriift werden. Hilfreiche Werkzeuge fiir
die Kontrolle der Spaltungsreaktionen stellen die HRMAS-NMR- und

171 Notes Synthesis, in NovaBiochem Katalog, 2005.
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die IR-Spektroskopie dar.
Allyloxycarbonyl-Schutzgruppe

Die Silyl-

lassen

sich leicht

und p-Methoxybenzylether

sowie die

im HRMAS-NMR-Spektrum

erkennen (Abb. 3.29) und die Anwesenheit der Azidogruppe ist mit dem Auftreten der
Azidbande im IR-Spektrum belegbar (Abb. 3.30).

JWVWM

T ——
7.5 7.0

329_
324
31
30 |
29 |
28 |
27 |

26

%T
25

24 |

23 |

22 ]

214

20 |

18,4

4000,0

T
6.5

T L S B LA B s e
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 30 2.5

(ppm)

pmbo ¢
TBSO: Q

4

yyyyyyyyy

T
3600

T T T &
3200 2800 2400 2000 1 800 1600
cm-1

5 T T 1
1400 1200 1000 800 600,0

Abb. 3.30: FT-IR Sepktrum des polymergebundenen Kohlenhydrat-Templats 44 (Pressling mit KBr)
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Die Versuche zur Spaltung der Aloc-Schutzgruppe, die auf Ergebnissen bei der
analogen Diaminoglucose-Matrix zuriickgegreifen,”* zeigen, dass man die besten
Resultate ebenfalls mit Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) als Katalysator
erzielen kann.”'®" Als Losungsmittel wird Dioxan gewihlt und p-Toluensulfinsiure als
Abfang-Nucleophil eingesetzt. Positiver Kaiser-Test und Abwesenheit der
charakteristischen Signale der Aloc-Gruppe in '"H-HRMAS-NMR Spekrum zeigen die
Vollstindigkeit der Reaktion. Die 3-TBS- und 4-Pmb-Ether werden unter bereits in
unserer Arbeitsgruppe entwickelten Bedingungen abgespalten und konnen damit fiir
weitere Umsetzungen zur Verfiigung stehen. Der Silylether wird mit TBAF erfolgreich
abgespalten und die oxidative Spaltung des p-Methoxybenzylethers gelingt mit DDQ
(2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon) in Dichlormethan und 10% Wasser.”? Die
Beeintrichtigung des Polymer-Riickgrats im Fall des AMPS Harzes bei dieser Reaktion
steht in Einklang mit Beobachtungen aus fritheren Arbeiten.”? Aus diesem Grund wird
die Funktionalisierung der 4-Position iiberwiegend mit dem Tentagel®-Triiger
bewerkstelligt. Als letztes muss nun untersucht werden, ob die 6-Azido-Funktion sich
selektiv in eine Aminogruppe iiberfiihren lasst. Obwohl die Kombination der Reduktion
mit einer Peptidkupplung in einem Schritt fiir die Glucose-Matrix erfolgreich
durchgefiihrt werden kann, scheitert sie in diesem Fall.’*!'®? Fiir die Azid-Reduktion
wird die zweistufige Staudinger-Methode gewihlt."*"'® Das Azid wird zuerst mit
Tri-n-butylphosphin versetzt und ein Phosphinimin wird gebildet, welches mit einem

Gemisch aus Tetrahydrofuran, Wasser und Triethylamin hydrolisiert wird (Abb. 3.31).

/
RZ\P\
(ﬁ ® R? (@
N
N I N a NNy
© ©
[N
/P\ R
R? R2
R2
R2
H,0 /
- 5 / 2 PN O—R—R2?
N R SN=pl—g T R ONH, + R
R2
R2
R' = Zuckerbaustein
R?=n-Bu

Abb. 3.31: Mechanismus der Staudinger-Reduktion

45
50
52

T. Opatz, Dissertation 2000, Johannes Gutenberg Universitit-Mainz.

U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

141 H. Staudinger, J. Meyer, Helv. Chim. Acta 1919, 2, 635-646.

181 M. Honda, H. Morita, I. Nagakura, J. Org. Chem. 1997, 62, 8932-8936.

182 J. P. Malkinson, R. A. Falconer, L. Toth, J. Org. Chem. 2000, 65, 5249-5252.

183 E. J. Corey, B. Samuelsson, F. A. Luzzio, J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 3682-3683.
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Es ldsst sich aus einer Reihe von Testreduktionen in verschiedenen Losungsmitteln
(THF, Acetonitril, Dichlormethan, Dioxan) und darauffolgender Amidkupplung an
Fmoc-Glycin erkennen, dass die besten Ausbeuten und Reinheiten mit Tetrahydrofuran
als Losungsmittel erhalten werden.

Mit all diesen Versuchen kann gezeigt werden, dass das gewdhlte
Schutzgruppenkonzept die Voraussetzung der Orthogonalitét erfiillt und die selektive
Deblockierung der einzelnen Schutzgruppen in beliebiger Reihenfolge moglich ist

(Abb. 3.32).

N N
PmbO | PmbO [
Q Q
TBSO HO

H,N AlocHN
S S
NH NH

45 oder 46 47 oder 48
Pd(PPhs),, Dioxan, 50% TBAHDF in CH,CN
p-Tol-SO,H

N
PmbO |°
Q

TBSO
0]

AlocHN
S
NH

DDQ, CH,Cl, H,0 43 oder 44 1. P(n-Bu);, THF
2. THF, H,0, NEt;

Pmb! M.

Q Q
TBSO o TBSO o)
AlocHN AlocHN
SMNHO S\/\/“\NH/O
49 oder 50 51 oder 52

O = Rink-AMPS- oder Rink-Tentagel®-Harz

Abb.3.32: Uberpriifung des Schutzgruppenmusters
3.3.2 Abspaltung vom Polymer

Fiir jede Reaktion an der festen Phase kommt nach allen Umsetzungen ein wichtiger
letzter Schritt, der iiber Erfolg bzw. Misserfolg der ganzen Arbeit entscheidet. Es ist die
Abspaltung der derivatisierten Bausteine vom polymeren Trager. Die Wahl des Rink-
Amid-Linkers, der sich unter sauren Bedingungen spalten ldsst, fiihrt zu einem
Sdureamid, das mit dem geplanten Funktionalisierungsmuster fiir potentielle RNA-

Liganden iibereinstimmt. Des Weiteren muss iiberlegt werden, welches Abfangreagenz
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eingesetzt werden soll, um die entstandenen Spaltprodukte abzufangen und wie man sie
vom erhaltenen gewiinschten Produkt einfach abtrennen kann. Zuerst wird der Vorzug
dem Mercaptomethylpolystyrol gegeben, da es sich im Aufbau von kleinen
Bibliotheken mit Diaminoglucose-Scaffod bewéhrt hat. Fiir die meisten Synthesen
werden jedoch parallel Versuche gemacht, bei denen bis zu zwei andere Scavengers
getestet werden. Es handelt sich um Dimethylsulfid*® und Triisopropylsilan,'**'® die
jeweils zu der frisch vorbereiteten Spaltlosung zugegeben werden. Anschliefend
werden die Losungen vollstindig bis zur Trockene eingeengt. Die Einzelheiten iiber den
weiteren Verlauf der Isolierung sind bei den Synthesen der jeweiligen Derivaten
angegeben. Die abgespalten Produkte werden auf ihre Reinheit mittels analytischer

HPLC gepriift und anschlieend gereinigt. Die speziellen Optimierungen der Reinigung

werden ebenfalls an anderer Stelle dieser Arbeit besprochen.

3.3.3 Reaktionen an der 2-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-

galactose-Scaffolds

Bei dem Aufbau der Bibliothek von potentiellen RNA-Liganden wird zuerst die
2-Position funktionalisiert. Die Spaltung der Allyloxycarbonyl-Schutzgruppe erfolgt
nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 1 (s. Kapitel 6.2) fiir 1.30 g des an Rink-AMPS-
Harz gebundenen Galactose-Scaffolds 43. Sobald beim Kaiser-Test die blaue Firbung
der Polymerkiigelchen aufgetreten ist, wird die Reaktion abgebrochen und das mit
Kohlenhydrat funktionalisierte Harz in 11 Portionen je 100 mg aufgeteilt. In 11 mit
Polyethylenfritten verschlossenen Spritzen werden die Peptidkupplungen unter
Aktivierung durch TBTU, HOBt und N,N-Diisopropylethylamin mit folgenden
Aminosduren und Sédurederivaten durchgefiihrt: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH,
Phenylessigsdure, p-Boc-Aminophenylessigsdure, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-
Arg(Pmc)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-
Trp(Boc)-OH und N-Boc-3-Indolpropionsédure (Abb. 3.33).

46 T. Maidhof, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Univeristit Mainz.

184 A. Mehta, R. Jaouhari, T. J. Benson, K. T. Douglas, Tetrahedron Lett. 1992, 33, 5441-5444.
185 D. A. Pearson, M. Blanchette, M. L. Baker, C. A. Guindon, Tetrahedron Lett. 1989, 30, 2739-
2742.
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HO: o
L
S
N © NH,
R
PmbO |°
53a-63a
Q 1. Pd(PPhy),, p-Tol-SO,H, Dioxan
2. Carbonsdure, TBTU, HOBt, DIPEA
TBSO: o +
AlocHN 3. A.bspallung AAV14 fiir N
s Rink-AMPS-Harz HO |°
NH oder AAV16 fiir Rink-Tentagel® o
TBSO o
43 oder 44 I s\/\)L
o NH,
R
— Rink- _ ink-Tentagel ®-Har:
O = Rink-AMPS- oder Rink-Tentagel™-Harz 53b - 63b

Abb. 3.33: Funktionalisierung der 2-Position des an Rink-AMPS- 43 oder Rink-Tentagel®-Harz 44

gebundenen Galactose-Scaffolds

Nach der Kupplungsreaktion spaltet man die Produkte mit einer frisch hergestellten

50%igen TFA-Losung in Dichlormethan und Mercaptomethylpolystyrol

Abfangsnucleophil (Allgemeine Arbeitsvorschrift 14, AAV14) von der festen Phase ab.

Nach dem vollstindigen Befreien vom Losungsmittel wird das Rohprodukt erneut in

Dichlormethan aufgenommen und die Reste an TFA durch Filtration dieser Losung iiber

festes Natriumhydrogencarbonat entfernt. Wihrend der Reaktion wird der Silylether nur

teilweise abgespalten. Die Erhohung der TFA-Konzentration auf bis zu 95% fiihrt

lediglich zur Verringerung der Reinheit oder sogar zur Zersetzung der abgespaltenen

Produkte. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt.
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HPLC- Ausbeute nach
Carbonsiure Rohausbeute | Reinheit des | semipriparativer
Rohproduktes” HPLC
338 | b hoc-Gly-OH 60% - -
53b 40% 12%
54 - -
A Fmoc-Leu-OH 82%
54b 33% -
55 - -
4 Phenylessigsdure 68%
55b 20% 20%
26a | p-Boc- . 52% - -
56b | Aminophenylessigsidure - -
57 - -
% Fmoc-Glu(OrBu)-OH 51%
57b 36% 10%
58a - -
Fmoc-Arg(Pmc)-OH 64%
58b - -
59 - -
% Fmoc-His(Trt)-OH 56%
59b 36% 4%
60a - -
Fmoc-GIn(Trt)-OH 74%
60b 10% 8%
6la o - -
Fmoc-Lys(Boc)-OH 51%
61b - -
62 - - -
A Fmoc-Trp(Boc)-OH 35%
62b - -
63a | N-Boc-3-Indol- - - -
a (.)c : ndo 359
63b | propionsidure - -

* UV-Detektion bei 220 nm

** In Rohprodukten wird das nicht umgesetzte Amin nachgewiesen

Tabelle 3.3: Versuche zur Funktionalisierung der 2-Position des an Rink-AMPS-Harz gebundenen

Galactose-Scaffolds 43 mit verschiedenen Carbonsiduren

Das gewiinschte Produkt kann im Rohprodukt, neben seinem silylierten Analogon, nur
im Falle der Kupplung mit Fmoc-Leu-OH gefunden werden. Seine Isolierung scheitert
jedoch. In allen anderen Fillen wird nur das silylierte Derivat nachgewiesen und
isoliert. In den Reaktionen von Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH wird auch das
nicht umgesetzte Amin identifiziert. Die Durchfiihrung der Amidbildung in N-Methyl-
2-pyrrolidinon liefert ebenfalls keine besseren Resultate. Alle Produkte werden mittels
analytischer HPLC untersucht, wobei die HPLC-Chromatogramme jeweils das gleiche

Muster von Signalen zeigen, jedoch keine den gewiinschten Produkten zugeordnet
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werden konnen. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um Zersetzungsprodukte des
Rink-Amid-Linkers, die durch den eingesetzten Scavenger nicht abgefangen werden.
Gleichzeitig erschwert die geringe Loslichkeit der Produkte die Reinigungsschritte
mittels semipriparativer HPLC. Aus diesem Grund wird parallel ein Experiment
durchgefiihrt, bei dem Rink—Tentagel® 44 als polymerer Triger und Dimethylsulfid als
Abfangsnucleophil benutzt werden (Abb. 3.33). Das Repertoire von eingesetzten
Aminosduren ist zwar kleiner als zuvor, aber es kann gezeigt werden, dass diese
Anderung sich als vorteilhaft erweist. Bei der Aufarbeitung nach der Abspaltung wird
auf das Filtrieren iiber NaHCOj verzichtet und das Rohprodukt mit kaltem Diethylether
versetzt (Allgemeine Arbeitsvorschrift 16, AAV16) Die erhaltenen Ergebnisse aus

diesem Parallelversuch sind in Tabelle 3.4 dargestellt.

. HPLC-Reinheit des | /*usbeute nach
Carbonsédure Rohausbeute Rohprodukies” semipriparativer
P HPLC

56a | p-Boc-Aminobenzoe- - -
>100%

56b | sdure - -

58a -
Fmoc-Arg(Pmc)-OH >100%

58b - -

59a 24% 31%
Fmoc-His(Trt)-OH >100%

59b 35% 7%

60a 25% 7%
Fmoc-GIn(Trt)-OH >100%

60b 33% -

6la 46% -
Fmoc-Lys(Boc)-OH >100%

61b 47% -

* UV-Detektion bei 220 nm

Tabelle 3.4: Funktionalisierung der 2-Position des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Galactose-

Scaffolds 44 mit verschiedenen Carbonsiduren

Uber diese Syntheseroute konnen die gewiinschten Produkte fiir alle fiinf Carbonsiuren
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Eine plausible Erkldrung, warum
diesmal sowohl silylierte als auch desilylierte Produkte detektiert werden konnen, kann
nicht gefunden werden. Die  Versuche zur Silylspaltung mit der

Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung vor der Abspaltung vom polymeren
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Triager fiihren zur Zersetzung des Produktes. Aus diesem Grund wird das Entstehen
eines Produktgemisches, das sich in der analytischen HPLC einfach trennen ldsst, in
Kauf genommen. Der Grund fiir das Scheitern der Isolierung ist wiederum die geringe
Loslichkeit. Um z.B. 20 mg des Rohprodukts in maximal 500 uL der fiir die
semipridparative Reinigung notwendigen LoOsungsmittel-Menge zu l0sen, muss man
meistens ein Gemisch von Methanol/Isopropanol oder sogar Dimethylsulfoxid zugeben.
Das wiederum hat einen grofen Einfluss auf die Ubertragung von Daten aus der
analytischen auf die semipriparative HPLC und fiihrt zu Verlusten an Substanz.

Obwohl die Nucleophilie des Dimethylsulfids zu gering ist um die Silylspaltprodukte
abzufangen, ldsst sich erkennen, dass man dieses Reagenz hier durchaus als geeigneter
Scavenger fiir die Spaltprodukte des p-Methoxybenzylethers einsetzen kann. Die
Verwendung von Trialkylsilan in dieser Funktion wird bei der Funktionalisierung der 3-

Position in dem Kapitel fiir die Acylierungsreaktionen besprochen.

3.3.4 Reaktionen an der 3-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-

galactose-Scaffolds

Fir die Funktionalisierungen in der 3-Position werden zwei Reaktionstypen
angewendet. Zunidchst werden Reaktionen mit Isocyanaten wuntersucht und
darauffolgend einige Beispiele fiir Acylierungsreaktionen genannt. Um dies
bewerkstelligen zu konnen, wird der tert-Butyldimethylsilylether selektiv abgespalten
und damit die 3-OH Funktion des Monosaccharids fiir den Aufbau einer Bibliothek frei

gegeben.
3.3.4.1 Synthesen von Carbamaten in der 3-Position
In den ersten Versuchen werden fiinf Isocyanate mit dem an Rink—Tentagel®—Harz

gebundenen Kohlenhydrat 44 zur Reaktion gebracht. Nach der erfolgreichen
Abspaltung der Schutzgruppe mit 50%iger TBAHDF-Losung in Acetonitril folgt die
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mit 4-N,N-Dimethylaminopyridin katalysierte Carbamoylierung nach Steglich.*>'#¢1%

Es werden eingesetzt: 4-Fluorphenylisocyanat, 4-Cyanophenylisocyanat, fert-
Butylisocyanat, Allylisocynat und Ethylisocyanatoacetat. Die Abspaltung der Produkte
vom polymeren Triager mit 50%iger TFA Losung in Dichlormethan unter Zusatz von
Mercaptomethylpolystyrol liefert die gewiinschten Produkte mit hoher Ausbeute und
hoher Reinheit im Falle der Verbindungen 64 und 65 (Abb. 3.34, Tab. 3.5).
Erwartungsgemil3 ist die HPLC-Analyse fiir die drei letzten Beispiele aufgrund zu

niedrigerer Absorption der erhaltenen Derivate nicht moglich.

PmbO |° Ho N
o 1. 50% TBAHDF in CH;CN o
2. 10% Isocyanat, kat. DMAP, Dioxan
TBSO o 3.50% TFA in CH,Cl, o o
AlocHN Mercaptomethyl-PS O# AlocHN
S. S.
NH NH NH.
/ 2
R
43 oder 44 64-78

O = Rink-Amid-AMPS- oder Rink-Tentagel™®-Harz

Abb. 3.34: Funktionalisierung der 3-Position des an Rink-AMPS- 43 oder Rink-Tentagel®-Harz 44

gebundenen Galactose-Scaffolds

HPLC-Reinheit Ausbeute nach
Isocyanat Rohausbeute des Rohproduktes” semipraparativer
P HPLC
64 | 4-Fluorphenyl >100% 52% 45%
65 | 4-Cyanophenyl 81% 38% 19%
66 | tert-Butyl” 96% -
67 | Allyl” >100% -
68 Ethylisocyanatoacetat** >100% -

* UV-Detektion bei 210-220 nm

* HPLC-Chromatogramme wegen der zu niedrigen Absorption bei der verwendeten Wellenlinge des UV-Lichtes nicht auswertbar

Tabelle 3.5: Funktionalisierung der 3-Position des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Galactose-

Scaffolds 44 mit verschiedenen Isocyanaten

45 T. Opatz, Dissertation 2000, Johannes Gutenberg Universitit-Mainz.

186 W. Steglich, G. Hofle, Angew. Chem. 1969, 81, 1001.
187 B. Neises, W. Steglich, Angew. Chem. 1978, 90, 556-557.
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Die Erweiterung der bestehenden Substanzbibliothek wird unter Verwendung von Rink-
AMPS-Harz 43 durchgefiihrt. Fiir die in Abbildung 3.34 gezeigte Carbamatbildung
werden folgende Isocyanate gewihlt: 4-Chlorphenylisocyanat, 3.4-
Dichlorphenylisocyanat, 3,4-Difluorphenylisocyanat, 4-Methyl-3-nitrophenylisocyanat,
4-Nitrophenylisocyanat, 3-Fluorphenylisocyanat, 2-Nitrophenylisocyanat, Ethyl-4-
isocyanatobenzoat, 3-Acetylphenylisocyanat und 4-Ethoxyphenylisocyanat. Die

Zusammenstellung der erhaltenen Ergebnisse ist Tabelle 3.6 zu entnehmen.

HPLC-Reinheit des |/ usbeute nach
Isocyanat Rohausbeute Rohproduktes” semipriparativer
P HPLC

69 | 4-Chlorphenyl 85% 46% 25%
70 | 3,4-Dichlorphenyl 82% 67% -
71 | 2,4-Difluorphenyl >100% 42% 32%
72 4.—Methy1—3— 34% 13% 29

nitrophenyl
73 | 4-Nitrophenyl 31% - -
74 | 3-Fluorphenyl 79% 36% 25%
75 | 2-Nitrophenyl 93% 86% 41%
76 | Ethyl-4- 60% 32% 32%

1socyanatobenzoat
77 | 3-Acetylphenyl 63% 50% 14%
78 | 4-Ethoxyphenyl 98% 33% 26%

* UV-Detektion bei 210-220 nm

Tabelle 3.6: Funktionalisierung der 3-Position des an Rink-AMPS-Harz gebundenen Galactose-Scaffolds

43 mit verschiedenen Isocyanaten

Nach der Deblockierung, Reaktion mit der jeweiligen Isocyanat und Abspaltung vom
Polymer zeigt die HPLC- und massenspektrometrische Analyse der Produkte gelungene
Umsetzungen an. Nur die Verbindung 73 kann im Rohprodukt nicht nachgewiesen
werden. Im Falle des 4-Ethoxyphenylcarbamats kommt es zusétzlich zur Bildung des

Allophanatderivates 79 (Abb. 3.35), das mit 15%iger Ausbeute isoliert werden kann.
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Das Entstehen der Produkte von diesem Typ steht im Einklang mit in der Literatur

beschriebenen Beobachtungen.45’52

o)
o\( AlocHN
S
NH

b
/©/ HN
EtO

OEt

79

2

Abb. 3.35: Isoliertes Allophanatderivat 79

Da bei diesen Funktionalisierungen das Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger seine

Rolle gut erfiillt hat, werden keine zuséatzlichen Tests gemacht.
3.3.4.2 Acylierungsreaktionen in der 3-Position

Wihrend die erhaltenen Ergebnisse zur Carbamatbildung unter Verwendung des
festphasengebundenen Scavengers gut bis sehr gut sind, spielt der Einsatz des
geeigneten Abfangreagenzes bei der Einfiihrung von Aminosduren in der 2-Position
eine grofle Rolle. Aus diesem Grund wird zunéchst nach geeigneten Bedingungen fiir
die Abspaltungsreaktionen gesucht und fiir die Tests die einfache Aminosaure, Fmoc-
geschiitztes Glycin, gewihlt. In einer Parallelsynthese in fiinf mit Polyethylen
verschlossenen Spritzen werden jeweils 100 mg des mit Kohlenhydrat beladenen Rink-
Tentagel®—Harzes 44 eingewogen und mit einer 50%igen Losung von
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril versetzt. In einem weiteren
Schritt wird die freie 3-OH-Funktion nach dem Steglich-Verfahren (Aktivierung mit
N,N-Diisopropylcarbodiimid, Katalyse mit 4-N,N-Dimethylaminopyridin) mit Fmoc-
Gly-OH zur Reaktion gebracht und anschlieend das Produkt 80 unter verschiedenen
Spaltungsbedingungen abgespalten (Abb. 3.36, Tab. 3.7).

45
52

T. Opatz, Dissertation 2000, Johannes Gutenberg Universitit-Mainz.
J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
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N N
PmbO |° HO |°
o 1. 50% TBAHDF in CH;CN 0
2. Fmoc-Gly-OH, DIC, kat. DMAP, DMF
TBSO o] 3. Abspaltung vom Polymer: O o)
AlocHN Methode A, B, C, D oder E o AlocHN
S S
NH NH,
FmocHN
44 80

O = Rink-Tentagel®-Harz

Abb. 3.36: Versuche zur Abspaltung der 3-OH-acylierten Produkte des an Rink-Tentagel®-Harz
gebundenen Galactose-Scaffolds 44

Ausbeute nach
semipriparativer
HPLC

HPLC-Reinheit des

Bedingungen Rohausbeute R ohproduktes*

90% TFA, 5%
Methode A | Thioanisol, 87% 58% 15%
3%EDT, 2% Anisol

50% TFA, 5% EDT
Methode B | 89% 45% 9%
mn CH2C12

50%, TFA, 5%
Methode C i 96% 79% 16%
DMS in CH,Cl,

50% TFA,
Methode D | Mercaptomethyl-PS 55% 89% 3%
in CH2C12

50% TFA, 5%
Methode E | Phenol, 5% H,0, 82% 76% 7%
2% TIPS in CH,Cl,

* UV-Detektion bei 210-220 nm

Tabelle 3.7: Versuche zur Abspaltung der 3-OH-acylierten Produkten des an Rink-Tentagel®-Harz
gebundenen Galactose-Scaffolds 44

Wie die Experimente zeigen sind die Ausbeuten an isoliertem Rohprodukt 80 fiir alle
Methoden mit Ausnahme der Methode D vergleichbar. Das in der Peptidsynthese als
Kationenfiinger etablierte Trialkylsilan'® liefert gute Ergebnisse, wobei aber auf den

Zusatz von Phenol verzichtet werden muss, da das Ausfillen des Produktes mit kaltem

185 D. A. Pearson, M. Blanchette, M. L. Baker, C. A. Guindon, Tetrahedron Lett. 1989, 30, 2739-
2742.
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Diethylether sich als problematisch erweist. Die hochste Reinheit wird nach Methode D
erhalten, jedoch ist die Menge an isoliertem Produkt gering. Einen alternativen Weg
stellt die Methode C dar, auf deren Vor- und Nachteile im vorherigen Kapitel bereits
hingewiesen wurde. Die Anwendung des Dimethylsulfids hat sich bereits bei der
Funktionalisierung der 2-Position mit Carbonsduren bewdhrt, weshalb diese
Abspaltungsmethode auch nach Umsetzungen der 3-Position angewendet wird. Es
werden dafiir folgende Carbonsduren unter oben genannten Steglich-Bedingungen
eingesetzt: Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH und p-Boc-Aminobenzoesédure (Abb. 3.37).

N
PmbO |° HO

o 1. 50% TBAHDF in CH;CN o
2. Carbonsiure, DIC, kat. DMAP, DMF

o) 3.50% TFA, 5% DMS in CH,Cl, o o)
AlocHN OQ( AlocHN
s S
NH R NH,

44 81-85

O = Rink-Tentagel ®-Harz

TBSO

2

Abb. 3.37: Funktionalisierung der 3-Position des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Galactose-

Scaffolds 44 mit verschiedenen Carbonsiduren

Die Ergebnisse dieses Parallelexperiments sind in Tabelle 3.8 dargestellt. Obwohl die
Einfiihrung des Glycins sich als wenig problematisch erweist, kann man die
gewiinschten Produkte lediglich fiir die Glutamin- 82 und Histidinderivate 83 isolieren.
Bei der Reaktion mit Fmoc-His(Trt)-OH tritt zusitzlich die Racemisierung auf. Zwei
weitere Aminosduren liefern zwar Produkte, deren Anwesenheit massenspektrometrisch
nachgewiesen werden konnen, weitere Reinigungsschritte mittels semipridparativer
HPLC aber aufgrund zu geringer Loslichkeit unmoglich sind. Der mit
p-Aminobenzoesdure acylierte Baustein 85 kann im Rohprodukt nicht detektiert

werden.
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. HPLC-Reinheit des | “*usbeute nach
Carbonsiure Rohausbeute Rohproduktes” semipriparativer
P HPLC

81 Fmoc-Arg(Pmc)-OH 51% - -
82 | Fmoc-GIn(Trt)-OH 46% 43% 6%
83 | Fmoc-His(Trt)-OH 50% 60% (24%)" 13% 3%) "
84 | Fmoc-Lys(Boc)-OH 51% - -
85 | p-Boc-Amino-

-benzoesiure ) ] i

* UV-Detektion bei 210-220 nm

" Epimerisierungsprodukt

Tabelle 3.8: Funktionalisierung der 3-Position des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Galactose-

Scaffolds 44 mit verschiedenen Carbonsiduren

Zusammenfassend liefert die Veresterungsreaktion weniger zufriedenstellende Resultate
als die Carbamatbildung. Vermutlich ist die groe und hydrophobe Fmoc-Schutzgruppe
ein Grund dafiir, dass die Reinigung der Produkte besonders erschwert ist. Fiir das
Losen des Rohproduktes, um es semipridparativ zu reinigen, benotigt man immer ein
Gemisch aus verschiedenen Losungsmitteln, deren Verhiltnis je nach Derivat variiert.
Doch auch das fiihrt nicht immer zu einem akzeptablen Ergebnis. Man erhélt meistens
eine gelartige Substanz, die sich weder in polaren noch unpolaren Lésungsmittel 16sen
lasst. Die geringe Menge an abgespaltener Substanz ist ein zusétzlicher einschrinkender

Faktor, was die Durchfiihrung weiterer Versuche angeht.

3.3.5 Reaktionen an der 4-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-

galactose-Scaffolds

Die moglichen Reaktionen, die an dieser Position durchgefiihrt werden konnen, wurden
bereits bei der Funktionalisierung der 3-OH Funktion besprochen und werden nach dem
gleichen Muster auch in diesem Kapitel bewerkstelligt. Es handelt sich sowohl um
Carbamatbildungen als auch Acylierungsreaktionen. Auf die selektive Abspaltung der
Schutzgruppe und der damit verbundenen Problematik wurde ebenfalls an anderer

Stelle dieser Arbeit hingewiesen.
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3.3.5.1 Synthesen von Carbamaten in der 4-Position

Diese Syntheseroute setzt voraus, dass der p-Methoxybenzylether sich selektiv
abspalten lidsst und die dann freie axiale Hydroxylfunktion in verschiedenen Reaktionen
umgesetzt werden kann. Bekannt ist aber, dass die Reaktivitdt der OH-Gruppe an dieser
Position im Monosaccharid am geringsten ist und sich die Funktionalisierung daher als
problematisch erweisen kann. Es stellt sich heraus, dass es schon bei Behandlung mit
DDQ zur Zersetzung des Rink-AMPS-Harzes 43 kommt. Bei einer Verkiirzung der
Reaktionszeit kann man das gewiinschte Produkt isolieren, aber die Ausbeute bleibt
gering, wie sich bei einer Testreaktion mit 4-Chlorphenylisocyanat an Rink-
Aminopolystyrol-Harz zeigte. Weitere Derivatisierungsreaktionen werden an Rink-
Tentagel®—Polymer 44 mit folgenden Isocyanaten durchgefiihrt:
4-Fluorphenylisocyanat, 4-Cyanophenylisocyanat, fert-Butylisocyanat, Allylisocyanat,
Ethylisocyanatoacetat (Abb. 3.38).

N
PmbO 1.DDQ, CH,Cl, H,0 R >\\ o°

N
2. 10% Isocyanat, kat. DMAP, H
Q Dioxan Q
TBSO o 3.50% TBAHDF in CH,CN HO o
AlocHN 4.50% TFA in CH,Cl, AlocHN
IS Mercaptomethyl-PS S
NH NH,
43 oder 44 86-91

O = Rink-Amid-AMPS- oder Rink-Tentagel®-Harz

Abb.3.38: Funktionalisierung der 4-Position des Rink-AMPS- 43 oder an Rink-Tentagel ®-Harz 44

gebundenen Galactose-Scaffolds mit verschiedenen Isocyanaten

Bevor die Abspaltung des Produktes vom Polymer mit 50%iger Trifluoressigsdure und
Mercaptomethylpolystyrol durchgefiihrt wird, wird die Silylschutzgruppe mit TBAHDF
entfernt. Hier erfolgt diese Umsetzung weniger problematisch und die gewiinschten

Produkte lassen sich erfolgreich isolieren (Tab.3.9).
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HPLC-Reinheit des | “*usPeute nach
Isocyanat Rohausbeute Rohproduktes” semipraparativer
P HPLC
86 | 4-Fluorphenyl 58% 91% 24%
87 | 4-Cyanophenyl 78% 85% 14%
88 | rert-Butyl” 36% - -
89 | Allyl” 56% - -
90 Ethylisocyanatoacetat** 59% - -
91 | 4-Chlorphenyl™ 37% 33% 10%

* UV-Detektion bei 210-220 nm
" HPLC-Chromatograme wegen der zu niedrigen Absorption bei der verwendeten Wellenliinge des UV-Lichtes nicht auswertbar

“"Reaktion an Rink-AMPS-Harz

Tabelle 3.9: Funktionalisierung der 4-Position des an Rink-Tentagel®- 44 oder Rink-AMPS-Harz 43

gebundenen Galactose-Scaffolds mit verschiedenen Isocyanaten

Die untersuchte Carbamoylierung der 4-Position erweist sich also wegen des Angriffs
auf den Anker bei der Oxidation der Pmb-Gruppe weniger als eine Moglichkeit zum
Aufbau einer Bibliothek potentieller RNA-Liganden. Durch Verwendung des
Tentagels® lasst sich das Problem der Zersetzung wihrend der oxidativen Spaltung des

Esters nur teilweise umgehen.
3.3.5.2 Acylierungsreaktionen in der 4-Position

Die Untersuchungen zur Carbamatbildung deuten darauf hin, dass fiir die
Acylierungsreaktionen nur das Tentagel®-Harz angewendet werden kann. Es wird
wiederum ein paralleles Experiment mit fiinf verschiedenen Aminosduren durchgefiihrt,
die nach Steglich-Bedingungen versetzt werden (Abb. 3.39). Zu diesem Zweck werden
Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH und
p-Boc-Aminobenzoesdure mit jeweils 100 mg des mit Kohlenhydrat beladenenen
Polymers 44 zur Reaktion gebracht. AnschlieBend werden die Produkte unter
Verwendung einer 50%igen TFA-Losung in Dichlormethan, der 5% Dimethylsulfid
zugesetzt werden, abgespalten. Auf die zusitzliche Spaltung des Silylethers wird

verzichtet, da dieser zusitzliche Schritt nur zu Zersetzungsprodukten fiihrt.
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HO
0]

AlocHN
S\/\)‘\
NH

2

PmbO 1. DDQ, CH,Cl,, H,0
2. Carbonséure, DIC, 923 - 963
Q kat. DMAP, DMF .
TBSO o 3.50% TFA, 5% DMS in CH,Cl, o
-l I N
S. 3
NH R 0
Q
44
TBSO
AlocHN 2
S\/\)J\
NH,
O = Rink-Tentagel®-Harz 92b - 96b

Abb. 3.39: Funktionalisierung der 4-Position des an Rink-Tentagel®-Harz 44 gebundenen Galactose-

Scaffolds mit verschiedenen Carbonsduren

Die erhaltenen Ergebnisse werden in Tabelle 3.10 dargestellt.

Carbonséiure Rohausbeute
92ab | Fmoc-Arg(Pmc)-OH 38%
93ab | Fmoc-His(Trt)-OH 29%

94a | Fmoc-GIn(Trt)-OH -

95ab | Fmoc-Lys(Boc)-OH 59%

96a | p-Boc-Aminobenzoesiure -

Tabelle 3.10: Funktionalisierung der 4-Position des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Galactose-

Scaffolds 44 mit verschiedenen Carbonsiduren

Die Umsetzung mit Aminosduren erweist sich als problematisch und die gewiinschten
Produkte konnen nur fiir drei Derivate nachgewiesen werden. Die
massenspektrometrische Analyse zeigt ein Produktgemisch, das sowohl den silylierten
als auch desilylierten Baustein enthélt. Die Reinigung mittels semipridparativer HPLC
ist aufgrund geringer Loslichkeit nicht moglich. Somit konnen weitere Untersuchungen

nicht unternommen werden.
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3.3.6 Reaktionen an der 6-Position des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-

galactose-Scaffolds

Nach den Synthesen von Substanzbibliotheken durch Funktionalisierungen in 2-, 3- und
4-Position des Galactose-Scaffolds soll im néchsten Schritt die Amidbildung an der
6-NH,-Funktion durchgefiihrt werden. Die dafiir notwendige Azidreduktion wird in
einer zweistufigen Reaktion erfolgreich bewerkstelligt. Die Staudinger-Bedingungen
liefern das gewiinschte primidre Amin, dessen Bildung mittels Kaiser-Test iiberpriift
werden kann. Die freie Aminogruppe wird anschlieBend unter Verwendung von
bewihrten Kupplungsreagenzien, wie TBTU, HOBt und N,N-Diisopropylethylamin
acyliert. Zunidchst wird die Moglichkeit der Amidbildung und Abspaltung vom
polymeren Triger mit Rink-AMPS-Harz 43 gepriift. Dazu wird in 8 mit
Polyethylenfritten verschlossenen Spritzen jeweils 100 mg des mit Galactose-Baustein
beladenen Polymers eingewogen. Nach einer allgemeinen Arbeitsvorschrift
(siehe Kapitel 6.2) wird dann das Azid reduziert und danach der Aktivester der
jeweiligen Carbonsdure in die Spritze eingezogen. Es werden eingesetzt: Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Glu(OrBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH und Phenylessigsidure. Nach 16 h Schiitteln
ist der Umsatz, laut Kaiser-Test, vollstandig (Abb. 3.40).

HN’(
HO

PmbO |° 2
o 1. P(n-Bu);, THE 97a -106a
2. THF, H,0, NEt,
.
TBSO o 3. Carbonsiure, TBTU, HOBt, DIPEA o
AlocHN 4. Abspaltung AAV14 fiir
HN
NH HO

S Rink-AMPS-Harz
oder AAV16 fiir Rink-Tentagel®

43 oder 44 Q

O = Rink-Amid-AMPS- oder Rink-Tentagel®-Harz 97b -106b

Abb. 3.40: Funktionalisierung der 6-Position des an Rink-AMPS- 43 oder Rink-Tentagel®-Harz 44

gebundenen Galactose-Scaffolds

In dieser Versuchsreihe wird fiir die Abspaltung vom polymeren Tréager die allgemeine
Arbeitsvorschrift AAV14 angewendet, bei der 50%ige Trifluoressigsdure in

Dichlormethan und der festphasengebundene Scavenger, Mercaptomethylpolystyrol,



74

Allgemeiner Teil

eingesetzt werden. AnschlieBend wird Trifluoressigsdure vollstindig entfernt und das

Rohprodukt in Dichlormethan aufgenommen. Die Losung wird iiber festes NaHCOs3

filtriert und das Losungsmittel vollstidndig entfernt. Die isolierten Produkte werden einer

analytischen HPLC- und massenspektrometrischen Analyse unterzogen (Tab. 3.11).

HPLC-Reinheit des

Ausbeute nach

Carbonséaure Rohausbeute * semipriparativer
Rohproduktes HPLC

97a - -
Fmoc-Gly-OH 82%

97b 59% 16%

98a - -
Fmoc-His(Trt)-OH 45%

98b - -

99a - -
Fmoc-Leu-OH 50%

99b 38% 4%

100a - -
Fmoc-Arg(Pmc)-OH 37%

100b - -

101a - -
Fmoc-GlIn(Trt)-OH 48%

101b - -

102a - -
Fmoc-Glu(OrBu)-OH 32%

102b - -

103a - -
Fmoc-Lys(Boc)-OH 25%

103b - -

104a - -
Phenylessigsdure 35%

104b 35% 5%

* UV-Detektion bei 220 nm

Tabelle 3.11: Versuche zur Funktionalisierung der 6-Position des an Rink-AMPS-Harz gebundenen

Galactose-Scaffolds 43 mit verschiedenen Carbonsiduren

Die Synthesen des an Rink-AMPS-Harz gebundenen Scaffolds 43 verlaufen mit wenig

zufriedenstellenden Resultaten und man kann lediglich die silylierten Derivate 97b, 99b

und 104b isolieren. Die anderen Aminosiduren konnen zwar erfolgreich umgesetzt

werden jedoch nicht gereinigt und isoliert werden. Dass die Amidbildung fiir diese

Aminosduren stattfindet, wird durch das negative Ergebnis des Kaiser-Tests bestitigt.
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Auch die Massenspektren der Rohprodukte deuten darauf hin. Die
Loslichkeitsprobleme, die bei dem erneuten Aufnehmen in Dichloromethan wihrend
der Aufarbeitung auftreten, fithren zusitzlich zu Substanzverlusten. Der Grund, warum
diese Umsetzungen in diesem Fall nicht mit den gewiinschten Ausbeuten verlaufen, ist
wahrscheinlich in der Abspaltungsmethode und der darauffolgenden Behandlung der
Probe zu sehen. Die Versuche zur Entfernung des Silylethers mit TBAHDF scheitern
ebenfalls, so dass die Entstehung von zwei Produkten hingenommen werden muss. Die
Anwesenheit der Fmoc-Schutzgruppe, die vermutlich fiir die Schwierigkeiten mit
verantwortlich ist, ist jedoch fiir die UV-Detektion der Produkte von groer Bedeutung
und die Einfiihrung anderer UV-aktiver Funktionen wiirde das Orthogonalitit-Konzept
zunichte machen. Aus diesem Grund wird ein Parallelexperiment mit Aminosiduren
durchgefiihrt, bei dem diese mit dem an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen
Kohlenhydrat 44 zur Reaktion gebracht werden (Abb. 3.40). Wihrend der Reaktion
werden wiederum die Vollstindigkeit der Azidreduktion und die Bildung der
Amidbindung nach dem Kaiser-Test kontrolliert. Es wird eine allgemeine
Arbeitsvorschrift AAV16 (siehe Kapitel 6.2) benutzt, bei der die Spaltlosung im
Vakuum eingeengt wird. AnschlieBend wird zum Rohprodukt kalter Diethylether
zugegeben und die Probe fiir 10-15 min bei 0 °C im Eisbad gehalten. Der iiberschiissige
Ether wird entfernt und der ausgefallene Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Diese
Vorgehensweise hat sich schon bei der Amidbildung in der 2-Position als vorteilhaft
erwiesen. Die eingesetzten Aminosduren und die Zusammenstellung der erhaltenen

Ergebnisse sind in Tabelle 3.12 dargestellt.
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) HPLC-Reinheit des | “*Usbeute nach
Carbonsiure Rohausbeute Rohproduktes” semipriparativer
P HPLC

98a ) 37% 12%
Fmoc-His(Trt)-OH 84%

98b 54% 16%

100a - -
Fmoc-Arg(Pmc)-OH 96%

100b - -

101a 21% 6%
Fmoc-GIn(Trt)-OH >100%

101b 79% 11%

103a - -
Fmoc-Lys(Boc)-OH >100%

103b - -

105a Roc. - -
4-Boc ) >100%

105b aminobenzoesiure 22% -

106a } _1H- . 30% 19%
l.Phenyl 1H 1,2,"3 ~100%

106b | triazol-4-carbonséure 589% 8%

* UV-Detektion bei 220 nm

Tabelle 3.12: Versuche zur Funktionalisierung der 6-Position des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen

Galactose-Scaffolds 44 mit verschiedenen Carbonsiduren

Wie aus der Tabelle hervorgeht, liefern die Umsetzungen diesmal bessere Resultate. In
allen Fillen konnen die gewiinschten Produkte und die silylierte Derivate nachgewiesen
werden, deren Trennung mittels semiprédparativer HPLC mit Ausnahme der Verbindung
100ab, 103ab und 105ab moglich ist (Abb. 3.41). Hier scheitert die Isolierung abermals

an der zu geringer Loslichkeit.
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Abb. 3.41: HPLC-Chromatogram des Rohproduktes 98

3.3.7 Zweifache Funktionalisierung des 2-Allyloxycarbonylamino-6-azido-

galactose-Scaffolds

Da die Funktionalisierungen des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Scaffolds 44 fiir
einige Aminosduren erfolgreich abgeschlossen werden konnte, muss nun untersucht
werden, ob sich die einzelnen Funktionen auch nebeneinander funktionalisieren lassen.
Zunichst werden dafiir die 2- und die 6-Position kombinatorisch variiert.

Es ist literaturbekannt,188 dass die mit Guanidin substituierten Kohlenhydrate eine
hemmende Aktivitdt in der HIV-Replikation zeigen. Aus diesem Grund wird der
Versuch zum Aufbau von difunktionalisierten Bausteinen zum einen mit N,N ~-Di-boc-
N "-triflylguanidin 108 das aus N,N -Di-boc-guanidin 107 erhalten wird (Abb. 3.42),

und zum anderen mit einem Satz an Fmoc-geschiitzten Aminoséduren durchgefiihrt.

188 T.J. Baker, N. W. Luedtke, Y. Tor, Goodman, M., J. Org. Chem. 2000, 65, 9054-9058.
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NH NTf

BocHN NHBoc BocHN NHBoc

107 108

Abb. 3.42: Guanidin-Bausteine
3.3.7.1 Funktionalisierung der 3- und 6-Position

Bei der Synthese der zweifach funktionalisierten Bausteinen werden die gleichen
Reaktionsbedingungen zur Spaltung der Schutzgruppen gewihlt, die auch bei den
vorhergehenden Experimenten angewendet wurde. Hierfiir wird zuerst die Azidogruppe
nach Staudinger reduziert und das freie Amin mit der Verbindung 108 zur Reaktion
gebracht. Anschlieend wird die freie 3-OH Gruppe erzeugt, indem der TBS-Ether mit
50%iger Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung in Acetonitril abgespalten
wird. Die Steglich-Acylierungsreaktion mit Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH bzw.
Fmoc-GIn(Trt)-OH und darauffolgende Abspaltung mit 50%iger TFA unter
Dimethylsulfid-Zusatz fithren zu den entsprechenden Derivaten (Abb. 3.43).

NH

HN
N HO
PmbO |° 1. P(n-Bu);, THF N,

o 2. THF, H,0, NEt, Q
3.108, NEt,, CH,Cl, o
TBSO 0o 4.50% TBAHDF in CH,CN o AlocHN o
AlocHN 5. Carbonsiure, DIC, kat. DMAP, DMF S\/\)j\
S NH 6. 50% TFA, 5% DMS in CH,Cl, R NH.
44 109 - 111

O = Rink-Tentagel®-Harz

Abb. 3.43: Versuche zur Funktionalisierung der 3- und 6-Position des an Rink-Tentagel®-Harz

2

gebundenen Galactose-Scaffolds 44

In allen isolierten Substanzen kann das gewiinschte Produkt massenspektrometrisch

nachgewiesen werden (Tab. 3.13).
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Carbonsiure Rohausbeute
109 | Fmoc-Gly-OH >100%
110 | Fmoc-His(Trt)-OH >100%
111 | Fmoc-GIn(Trt)-OH >100%

Tabelle 3.13: Versuche zur zweifachen Funktionalisierung der 3- und 6-Position des an Rink-Tentagel®-

Harz gebundenen Galactose-Scaffolds 44

Die HPLC-Chromatogramme zeigen jedoch, dass es sich um mehr als eine Substanz
handelt. Aufgrund von Schwierigkeiten bei Isolierung, Reinigung und Analyse wird ein
weiteres Experiment durchgefiihrt, in dem statt der Veresterungs- die

Carbamoylierungsreaktion in der 3-Position gewéhlt wird (Abb. 3.44).

NH

N HO
PmbO |° 1. P(n-Bu);, THF N,
o 2. THF, H,0, NEt, Q
3.108, NEt,, CH,Cl, o
TBSO: - o
O 4.50% TBAHDF in CH,CN O AlocHN
AlocHN oc|
oc O 5. 10% Isocyanat, kat. DMAP, Dioxan S
S NH 6.50% TFA, 5% DMS in CH,Cl, R/NH NH,
44 112 -116

O = Rink-Tentagel®-Harz

Abb. 3.44: Versuche zur Funktionalisierung der 3- und 6-Position des an Rink-Tentagel®-Harz

gebundenen Galactose-Scaffolds 44

Die Prozedur wird fiir die ersten drei Schritte - wie zuvor beschrieben — wiederholt, und
fir die Carbamatbildung werden diejenigen Isocyanate eingesetzt, die bei den
monofunktionalisierten Baussteinen die besten Ergebnissen lieferten:
2,4-Difluorphenylisocyanat, 3-Fluorphenylisocyanat, 2-Nitrophenylisocyanat,
4-Methyl-3-nitrophenylisocyanat und 3-Acetylphenylisocyanat. Die Spaltung unter
sauren Bedingungen liefert die gewiinschten Produkte fiir alle Derivate, die nach
Ausfillen mit kaltem Diethylether in Form von gelben bis farblosen amorphen

Feststoffen isoliert werden (Tab. 3.14).
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Isocyanat Rohausbeute
112 | 2,4-Difluorphenylisocyanat >100%
113 | 3-Fluorphenylisocyanat >100%
114 | 2-Nitrophenylisocyanat >100%
115 | 4-Methyl-3-nitrophenylisocyanat >100%
116 | 3-Acetylphenylisocyanat >100%

Tabelle 3.14: Versuche zur Funktionalisierung der 3- und 6-Position des an Rink-Tentagel®-Harz

gebundenen Galactose-Scaffolds 44

Die Bestimmung deren Reinheiten mittels analytischer HPLC ist unméglich, da diese
Produkte in fast allen gdngigen Losungsmitteln eine Suspension bilden.

Neben den Verbindungen 112, 114, 115 und 116 werden zusitzlich ihre
Allophanatderivate massenspektrometrisch detektiert (Abb. 3.45).

NH

117 R = 2,4-Difluorphenyl
118 R = 2-Nitrophenyl
Q 119 R = 4-Methyl-3-nitrophenyl

o AlocHN
/NYO S‘\/\)‘\NH2 120 R = 3-Acetylphenyl
R

HN
SR

Abb. 3.45: Die gebildeten Allophanate bei den Versuchen zur Funktionalisierung der 3- und 6-Position
des an Rink-Tentagel®-Harz gebundenen Galactose-Scaffolds 44

3.3.7.2 Funktionalisierung der 2- und 6-Position

In dieser Syntheseroute wird die Reihenfolge so gewihlt, dass die Aloc-Gruppe zuerst
nach bekannten Verfahren abgespaltet wird und anschlieBend das di-Boc-geschiitzte-
Guanidin unter basischen Bedingungen eingebaut wird. Im néchsten Schritt wird die
Azidofunktion nach Staudinger reduziert und das freie Amin jeweils mit Fmoc-Gly-OH,

Fmoc-His(Trt)-OH und Fmoc-GIn(Trt)-OH acyliert. Die Abspaltung vom polymeren
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Triager erfolgt mit 50%iger Trifluoressigsdure unter Zusatz von 5% Dimethylsulfid in

Dichlormethan (Abb. 3.46).

o)
HNJ<
R
Q
S
NS
PmbO 1. Pd(PPh,),, p-Tol-SO,H, Dioxan NH,

HO
HO o 121a R = Fmoc-Gly
HN
2.108, NEt,, CH,Cl,

122a R = Fmoc-His
HN:< \/\)J\NH2 123a R = Fmoc-Gln
3. P(n-Bu),, THF

TBSO o +
AlochN o 4. THF, H,0, NEt,
oc O 5. Carbonsiiure, TBTU, HOBt, DIPEA
S N 4.50% TFA, 5% DMS in CH,Cl, HN

HO R
44 h
TBSO o 121b R =Fmoc-Gly

= Rink-Tentagel ®-Harz HN 122b R = Fmoc-His
O HN:< S\/\)\NHQ 123b R = Fmoc-Gln

NH,

Abb. 3.46: Versuche zur Funktionalisierung der 2- und 6-Position des an Rink-Tentagel®-Harz
gebundenen Galactose-Scaffolds 44

Diese Reaktion verlduft lediglich fiir das Glycin-Derivat erfolgreich, wobei nur die
silylierte Verbindung 121b im Rohprodukt nachgewiesen werden kann. Die
Anwesenheit der unpolaren Fmoc-Schutzgruppe auf einer Seite des Molekiils und der
polaren Guanidin-Gruppe auf der anderen setzt die Loslichkeit herab. Es kann keine

Verbindung aus dieser Parallelsynthese isoliert werden.

3.3.8 Synthese von Oligopeptiden

Die bis zu diesem Zeitpunkt verwendeten und eingebauten Aminosiduren waren immer
mit der Fmoc-Schutzgruppe ausgestattet, damit das Fmoc-Protokoll zur Elongation von
Peptidsequenzen als Moglichkeit fiir den Aufbau von potentiellen RNA-Liganden
genutzt werden kann. Da die Reaktionen von einigen Aminosduren mit dem an Rink-
Tentagel®—HarZ gebundenen Kohlenhydrat 44 erfolgreich durchgefiihrt werden konnen,
wird versucht, die Bildung von Oligopeptiden in der 2-, 3- oder 6-Position zu
bewerkstelligen. Die Synthese der jeweiligen Derivate beginnt mit der Spaltung der
entsprechenden Schutzgruppe. Im nédchsten Schritt wird das Fmoc-Glycin eingebaut, die
Fmoc-Schutzgruppe mit 20%iger Piperdin-Losung in N,N-Dimethylformamid entfernt
und anschlieBend mit Fmoc-His(Trt)-OH gekuppelt. Die Spaltung vom polymeren
Triger unter sauren Bedingungen unter Zusatz von Triisopropylsilan liefert die

gewiinschten Verbindungen (Abb. 3.47).
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H

N
RO

o
NH S\/\)I\ < /
] /ﬂ NH N

N

H 0 FmocHN

HN NHFmoc 124a R=H
AN 124b R = TBS oY

O

NH
HO HO
Q
o o
o} 0 RO o)
/\\( AlocHN s\/\)l\ AlocHN s\/\)‘\
NH NH,

125 126a R=H
126b R =TBS

Abb. 3.47: Die synthetisierten Oligopeptide 124-126

Die erhaltenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Bildung von Oligopeptiden eine
geeignete Vorgehensweise fiir die Synthese der potentiellen RNA-Liganden sein kann.

Die Ausbeuten und Reinheiten der isolierten Substanzen sind in Tabelle 3.15

zusammengefasst.
HPLC-Reinheit des | usbeute nach
Rohausbeute Rohproduktes” semiprdparativer
P HPLC
124a 53% 9%
>100%
124b 4% 8%
125 >100% 70% 40%
126a 34% 20%
>100%
126b 63% 13%

"UV-Detektion bei 220 nm

Tabelle 3.15: Ergebnisse zur Synthese der Oligopeptiden 124-126

Uberraschenderweise sind die Reinheiten und Ausbeuten deutlich besser als fiir die

Reaktionen, bei denen nur ein Aminosiurederivat eingefiihrt wurde. Die Reinigung von
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diesen Verbindungen erweist sich ebenfalls als etwas leichter, da die Loslichkeit, die in
vorherigen Experimenten Probleme bereiteten, besser ist. Bemerkenswert ist das
Verhiltnis zwischen silyliertem und desilyliertem Produkt des jeweiligen Derivates.
Eine Erkldrung kann dafiir jedoch nicht gefunden werden.

Um zu iberpriifen, ob sich die Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung noch weiter
verringern lassen, wird eine weitere Syntheseroute in Angriff genommen, bei der das
benzyloxycarbonylgeschiitzte Glycin als letzte Aminosdure gekuppelt wird (Abb. 3.48).
Die chemische Prozedur stimmt mit der vorhergehenden iiberein, und die
Derivatisierung wird mit basischen Vertretern der a-Aminosiuren durchgefiihrt: Fmoc-
His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH und Fmoc-Arg(Pmc)-OH. Der Testansatz erfolgt fiir
die Z-Gly-Gly-Sequenz.

HN

Q
>=O
HN
O% —
N3 © N3
NH HO NH HO
—N
Q /= Q
O HN = o= 0. o
AlocHN ? AlocHN

0 S\/\)I\NH2 o) S\/\)l\NH
127 128

2

< S

3
NH HO NH HO
Q H,N “ 2
HEN/\/\\“\N.. 0 o 2 \”/ \/\\\\\\“" O — o
AlocHN oc|
S S
o) \/\)l\ NH, NH o) \/\)l\ NH

129 130

2

Abb. 3.48: Die erweiterte Bibliothek der synthetisierten Oligopeptiden
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Die sdurekatalysierte Abspaltung vom polymeren Triager liefert die gewiinschten
Produkte quantitativ, deren Bildung durch massenspektrometrsiche Untersuchungen
bestdtigt werden kann. Die HPLC-Chromatogramme zeigen, dass neben den
gewiinschten Produkten auch andere Verbindungen entstehen. Erstaunlicherweise
gelingt es nicht, das einfache Derivat 127 zu isolieren. Die Isolierung gelingt lediglich
fiir die Verbindung 128, die mit 13%iger Ausbeute erhalten werden kann. Obwohl die
vorherigen Experimente vielversprechend verliefen, kann ein Grund fiir das Scheitern in

diesen Fillen bisher nicht gefunden werden.

3.4 Das 2-Allyloxycarbonylamino-4-azido-galactose-Scaffold

3.4.1 Retrosynthetische Betrachtung

Eine oft eingesetzte Methode zur Einfithrung der Azido-Funktion in den Ring des
Monosaccharids ist die klasische Sy2-Reaktion. Wihrend dieser Reaktion kommt es zu
einer Umkehrung der Konfiguration der angegriffenen Position. Damit sollte es moglich
sein, aus dem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Glucose-Scaffold™*>* das
entsprechende Galactosederivat 3 zu synthetisieren. Es kommen zwei Methoden in
Frage: Zum einen die Anwendung der Mitsunobu-Reaktion und zum anderen die schon
im Kapitel 3.2.2 untersuchte klassische Substitutionsreaktion, bei der als nucleophiler

Partner Natriumazid gewihlt wird (Abb. 3.49).

OPmb OPmb
NS
Q HO Q
TBSO S OCHs — TBSO s OCH,
NHAloc NHAloc
] o
3

NHAloc

O
o, Q
— S OCH,
CH,O TBSO
o

Abb. 3.49: Die retrosynthetische Betrachtung fiir das Templat 3

0 U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

3 U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104-1107.
32 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
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3.4.2 Durchfiihrung der Synthese

Die erste vielversprechende Galactosematrix, die die Azidofunktion in der 4-Position
tragt, wurde bereits von Héingerso beschrieben. Dieses Produkt, das in der anomeren
Position anstelle des hier verwendeten Ankers eine Allylgruppe und in der 2-Position
statt der Aloc- eine Phtalimid-Schutzgruppe trigt, wurde nur mit miBiger Ausbeute
erhalten. Mit dem zur Verfiigung gestellten Acetal 131 kann man den
4-O-p-Methoxybenzylether 132 mit Hilfe des Boran-Trimethylamin-Komplexes und
Aluminiumtrichlorid'® erfolgreich herstellen. Zuerst wird BH; x N(CH3); zu der in
absol. THF gelosten Verbindung 131 gegeben und danach AICl; zugefiigt. Nach
20 Minuten ist der Umsatz vollstindig und das gewiinschte Produkt 132 kann mit
72%iger Ausbeute isoliert werden. Der Mechanismus fiir diese Reaktion ist in

Abbildung 3.50 gezeigt.'”

H,
( BH,
I

NS
BH
N o/
m m
0
o _ o
s OCH s ocH

! s s

CH,O SO W CH,0 (" Teso W
o 0
131

NHAloc AICI, NHAloc

H,B,
\gﬁ@i OCHs OPmb
] Q
Q
- OATO S OCH - HO/&/S OCHs
TBSO s TBSO
NHAloc

NHAloc
o) o

132

Abb. 3.50: Der Mechanismus der regioselektiven Acetal6ffnung

Analog zur Synthese der Verbindung 31 wird die Umsetzung mit den bewdihrten
Reagenzien, wie Nicotinoylazid, DIAD und Triphenylphosphin iiberpriift - Methode A -
(Methode 2a, Abb. 3.17, Kapitel 3.2.2). Leider verhindert der hohe sterische Anspruch
der in der 3-Position liegenden TBS-Schutzgruppe in diesem Fall die Bildung des
gewiinschten Produktes. Die alternative zweistufige Substitutionsreaktion - Methode B-,

bei der die freie Hydroxylfunktion zuerst in unterschiedliche Abgangsgruppen iiberfiihrt

0 U. Hiinger, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.

189 C. W.T. Chang, J. Wang, J. Li, H. N. Chen, H. Chang, C. T. Tanifum, H. H. Liu, P. G. Czyryca,
J. Med. Chem. 2005, 48, 6271-6285.
190 U. Ellervik, R. Johnsson, K. Mani, F. Cheng, J. Org. Chem. 2006, 71, 3444 -3451.
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und anschlieend mit Natriumazid umgesetzt wir

Stufe (Abb. 3.51).

OPmb

N

HAloc
132

Abb. 3.51: Versuche zu Epimerisierung mit gleichzeitiger Azideinfiihrung

191-1
d9 93

OPmb

N

3
HO o) Methode A oder
Methode B
TBSO S\/\H/OCHa L%» TBSO
o

Q
S

133

, scheitert schon in der ersten

OCH,
NHAloc \\///\\ﬂ//

Die Experimente zur Azideinfithrung iiber die Sy2-Reaktion sind in der Tabelle 3.16

zusammengefasst.

Reagenzien Bedingungen | Beobachtungen
< | Nicotinoylazid, DIAD, PPh;, Toluol RT kein Umsatz
g Nicotinoylazid, DIAD, PPhs, Toluol 50°C,24h kein Umsatz
g Nicotinoylazid, DIAD, PPhs, Toluol 50 °C, 4 Tage Zersetzung

1. Ms-Cl, NEt3, CH,Cl, 2. NaN3;, DMF 0°C—RT kein Umsatz
1. Ms-Cl, Pyridin, CH,Cl, 2. NaN3;, DMF 0°C— RT kein Umsatz
1. Ms-Cl, Pyridin+DMAP, CH,Cl, 2. NaN3;, DMF 0°C— RT kein Umsatz
E 1. Ms-Cl, DTBMP, CH,Cl, 2. NaN3;, DMF 0°C— RT kein Umsatz
% 1. Tf,0, Pyridin, CH,Cl, 2. NaN3;, DMF -78 °C— RT Zersetzung
> 1. Tf,0, Pyridin, DCE 2. NaN3;, DMF -20 °C— RT kein Umsatz
1. Tf,0, DTBMP, CH,Cl, 2. NaN3;, DMF -78 °C— RT Zersetzung
1. Tf,0, DTBMP, CH,Cl, 2. NaNs, DMF 0°C— RT Zersetzung
Tabelle 3.16: Ergebnisse zu Versuche der Azideinfithrung
o1 Z. Guo, J. Xue, J. Wu, Org. Lett. 2004, 6, 1365-1368.

192 V. R. Bouvet, R. N. Ben, J. Org. Chem. 2006, 71, 3619 -3622.
193 J. Fuentes, D. Olano, C. Gasch, M. A. Pradera, Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 2471-2482.
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Um auszuschlieBen, dass die freie 4-Hydroxylgruppe grundsitzlich gegeniiber anderen
Reaktionspartnern zu wenig reaktiv ist, werden zusitzliche Versuche unternommen.
Unter Einsatz eines Acetanhydrid/Pyridin-Gemisches wird die Bildung des acetylierten
Produktes erst nach sieben Tagen abgeschlossen. Erstaunlicherweise verlduft die
Oxidationsreaktion der Verbindung 132 glatt und problemlos. Die Swern-Oxidation
zeigt sich hier wieder als eine milde und zuverlédssige Reaktion und das gewiinschte
Produkt 134 ldsst sich nach einer Sdulenchromatographie mit 61%iger Ausbeute
isolieren (Abb. 3.52). Die Entstehung dieses interessanten Derivates wird unter anderem
durch *C-NMR-Spektroskopie bewiesen, die ein Keton-Carbonylsignal bei 200.7 ppm

erkennen lésst.

OPmb OPmb

HO o Oxalylchlorid, DMSO, NEt; 0]

T85O S OCH, absol. CH,CI, 70 °C TBSO S\/\n/oc'"3
NHAloc 61% NHAloc

o O
132 134

Abb. 3.52: Swern Oxidation von Verbindung 132

Diese 4-Ketoverbindung stellt ein sehr wichtiges Zwischenprodukt fiir weitere
Modifizierungsmoglichkeiten dar. In einer Reaktion mit Hydroxylamin und Pyridin
sollte sie ein Oximderivat geben, das anschlieBend nach der selektiven Reduktion ein
3-Amino funktionalisiertes Monosaccharid liefern sollte.'” Innerhalb des Zeitrahmens

dieser Arbeit konnten diese Versuche nicht mehr durchgefiihrt werden.

3.5 Modellreaktionen zur Anbindung und Abspaltung des orthogonal

stabilen Galactose-Scaffolds iiber die 6-Position

In allen bisher ausgefiihrten Beispielen findet die Anbindung des Scaffolds iiber die
anomere Position statt, was zur Folge hat, dass keine Maoglichkeit zur gezielten
Festphasen-Oligosaccharidsynthese moglich ist. In unserer Arbeitsgruppe wurden
bereits Experimente zur Einfithrung des Ankers in die 6-Position durchgefiihrt. Zur

Verankerung iiber diese primédre Hydroxylgruppe wurden bisher folgende Methoden

194 T. Norberg, U. Westerlind, P. Hagback, B. Tidbick, L. Wiik, O. Blixt, N. Razi, Carbohydr. Res.
2005, 340, 221-233.
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untersucht: eine Veretherung nach Mitsunobu- und eine Wittig-Reaktion.***® Da der
Aldehyd 21 (Kapitel 3.1.2, Abb. 3.8) problemlos hergestellt werden kann, kommt
zusitzlich noch die in dieser Arbeit erfolgreiche reduktive Aminierung der Verbindung
135 in Betracht, deren Durchfithrung im darauffolgenden Kapitel beschrieben wird.
AnschlieBend soll die Anbindung an den polymeren Triger entweder durch Kupplung
der Aminogruppe des entsprechenden Ankers an ein carbonsdurefunktionalisiertes
Polymer oder durch direkte reduktive Aminierung des Aldehyds mit Amino-Tentagel®-

Harz erfolgen.

3.5.1 Verankerung iiber die 6-Position

Fiir die Synthese des Aldehyds 135 wird nochmals das Swern-Protokoll gewéhlt. Leider
bleiben alle diesbeziiglichen Versuche erfolglos, wobei eine plausible Erkldrung dafiir
nicht gefunden werden konnte. Daher soll untersucht werden, ob die Dess-Martin-
Methode besser geeignet ist. Hierbei wird tatsidchlich das gewiinschte Produkt in hoher
Ausbeute erhalten und in Testreaktionen mit einfachen Aminen und monogeschiitzten

Diaminen umgesetzt (Abb. 3.53).

OH
pmb PmbO /O
2 Q
TBSO o Dess-Martin-Oxidation TBSO o
AlocHN \/\)J\ AlocHN S\/\)J\
S
OCH, OCH;,
2 135
HN—R
PmbO
Q
Amin, NaBH(OAc),
_— TBSO o
absol. CH;CN AlocHN \/\)]\
S
OCHj,
136 - 139

Abb. 3.53: Dess-Martin-Oxidation und Testreaktionen zur reduktiven Aminierung

Die Reaktionsbedingungen der reduktiven Aminierung lassen sich aus den in Kapitel

3.1.2 beschriebenen Versuchen erfolgreich iibertragen, und die gewiinschten Produkte

44
46

C. Kallus, Dissertation 1998, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.
T. Maidhof, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Univeristit Mainz.
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konnen in hohen Ausbeuten und hohen Reinheiten erhalten werden, so dass auf die

saulenchromatographische Reinigung verzichtet werden kann (Tab. 3.46).

Amin Rohausbeute
136 Morpholin 98%
137 Benzylamin 93%
138 | 1,10-Diamino-N-tert-butyloxycarbonyldecanamin 99%
139 | 1,12-Diamino-N-tert-butyloxycarbonyldodecanamin 99%

Tabelle 3.17: Testreaktionen zur reduktiven Aminierung

Da die eingefiihrten langkettigen Amine mit der sdurelabilen
tert-Butyloxycarbonylgruppe geschiitzt sind, konnte es zum Verlust der orthogonalen
Stabilitdt kommen. Versuche zur selektiven Abspaltung werden jedoch aus Zeitgriinden
nicht durchgefiihrt. Da diese Schutzgruppe sich bereits unter leicht saueren
Reaktionsbedingungen abspalten ldsst, sollte es moglich sein, die Methode so zu
optimieren, dass dabei die Silyl- und p-Methoxybenzylether stabil bleiben. Alternative
Wege wiren die Synthese mit Fmoc-monogeschiitzten Diaminen, was hier jedoch nicht
untersucht wurde, oder die Einfilhrung einer Azidogruppe am Ende der Alkylkette.
Vorteilhaft fiir die letztere Syntheseroute ist die potentielle Anbindungsmoglichkeit
dieser Galactosematrix entweder iiber die 6-Position oder traditionell iiber die anomere

Position (Abb. 3.54).

PmbO O\/\/\/\N3 = ;
Q ----- potentielle Anbindungsméoglichkeiten

TBSO o} :

AlocHN \/\)]\ !

S
OCH,

..........

140

Abb. 3.54: Potentielle Anbindungsmoglichkeiten des neuen Galactose-Scaffolds

In diesem Fall wird zur Synthese dieses Derivates nicht der Aldehyd 135, sondern der
freie primdre Alkohol 29 (Kapitel 3.2.2) verwendet, der nach Umsetzen mit frisch

hergestelltem Triflat 141 wund Natriumhydrid das gewiinschte Produkt 140
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in  36%iger Ausbeute liefert.”® Durch entsprechende Modifikation der

Reaktionsbedingungen®”'®

oder Verwendung alternativer Basen, wie KHMDS,
NaHMDS sollte es moglich sein, die Reaktion zu optimieren. Das erste Experiment zur
Reduktion der Azido-Funktion verlduft mit miBiger Ausbeute, zeigt jedoch, dass der
Weg iiber den in der 6-Position verankerbaren Galactose-Baustein durchaus moglich ist.
Da die sdulenchromatographische Reinigung des Produktes 142 sich als schwierig

erweist, wird das freie Amin mit einer Schutzgruppe ausgestattet (Abb. 3.55).

OH

o)
PmMbO 141 PmbO \/\/\/\M
Q LS NN N, o 1. P(n-Bu); absol. DMF
B —— _—
TBSO o) AH. abs TBSO
‘AlocHN NaH, absol. CH,Cl,, RT N 0 2.H,0
S 36% S\/\)J\
OCH, OCH,
29 140
O\/\/\/\ O\/\/\/\
PmbO NH, Pmb NHBoc
Q Boc,0, NEL,, Q
TBSO 0 TBSO
AlocHN CH;OH, RT AlocHN
S. 18%, iiber drei Stufe S
OCH, OCH,
142 143

Abb. 3.55: Synthese der Verbindung 143

Diese Verbindung ist auch aus anderem Grund von gro3em Interesse. Sie stellt namlich
ein potentielles Scaffold fiir die Festphasensynthesen der in der Einleitung genannten

Somatostatinantagonisten dar (Abb. 3.56).

36 R. Hirschmann, K. C. Nicolaou, S. Pietranico, E. M. Leahy, J. Salvino, B. Arison, M. A. Cichy,
P. G. Spoors, W. C. Shakespeare, P. A. Sprengeler, P. Hamley, A. B. Smith III, T. Reisine, K.
Raynor, L. Maechler, C. Donaldson, W. Vale, R. M. Freidinger, M. R. Cascieri, C. D. Strader, J.
Am. Chem. Soc. 1993, 115, 12550-12568.

37 R. Hirschmann, J. Hynes, M. A. Cichy-Knight, R.1 D. van Rijn, P. A. Sprengeler, P. Grant
Spoors, W. C. Shakespeare, S. Pietranico-Cole, J. Barbosa, J. Liu, W. Yao, S. Rohrer, A. B.
Smith, J. Med. Chem. 1998, 41, 1382-1391.

193 S. G. Gouin, P. V. Murphy, J. Org. Chem. 2005, 70, 8527-8532.
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OH

144 145

O

NH,
NH,

Abb. 3.56: Struktur des cyclischen Hexapeptides — Somatostatinantagonists '°° 144 und des auf der Basis

von f-D-Galactose synthetisierten Mimetikums®® 145

3.5.2 Reduktive Aminierung des 6-Aldehyd-Derivates

Die Anbindug des Scaffolds an die feste Phase kann ohne zusitzliche Verankerung
direkt am polymeren Triger erfolgen. Die ersten reduktiven Aminierungen, die das
Borch-Verfahren (NaCNBH3) an polymeren Triger nutzten,'’ sind von Coy 1987 mit

Erfolg durchgefiihrt worden'>'*

und seit dieser Zeit immer populdrer geworden. Da im
Rahmen dieser Arbeit die ausgefiihrten Synthesen vor allem mit dem Rink-Amid-Linker
funktionalisierten Tentagel®-Harz gemacht wurden, werden die folgenden Experimente

ebenfalls mit ihm durchgefiihrt (Abb. 3.57).

36 R. Hirschmann, K. C. Nicolaou, S. Pietranico, E. M. Leahy, J. Salvino, B. Arison, M. A. Cichy,
P. G. Spoors, W. C. Shakespeare, P. A. Sprengeler, P. Hamley, A. B. Smith III, T. Reisine, K.
Raynor, L. Maechler, C. Donaldson, W. Vale, R. M. Freidinger, M. R. Cascieri, C. D. Strader, J.
Am. Chem. Soc. 1993, 115, 12550-12568.

196 D. F. Veber, R. M. Freidinger, D. Perlow, W. J. Palevda Jr, F. W. Holly, R. G. Strachan, R. F.
Nutt, B. H. Arison, C. Homnick, W. C. Randall, M. S. Glitzer, R. Saperstein, R. Hirschmann,
Nature 1981, 292, 55-58.

197 R. F. Borch, M. D. Bernstein, H. D. Durst, J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 2897-2904.

198 Y. Sasaki, W. A. Murphy, M. L. Heiman, V. A. Lance, D. H. Coy, J. Med. Chem. 1987, 30,
1162-1166.

199 Y. Sasaki, D. H. Coy, Peptides 1987, 8, 119-121.
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R
\

PmbO /0 et AiHe PmbO N40
'm
1. Reduktionsmittel
Q 2. Capping-Reagenz Q
TBSO 0 TBSO
AlocHN * AlocHN O
s H,CO O SM
OCH, o OCH,

135 e o 146

Abb. 3.57: Anbindung des Verbindung 135 an die feste Phase iiber reduktive Aminierung

Zuerst wird der Aldehyd 135 unter den fiir die Reaktionen in Losung beschriebenen
Bedingungen umgesetzt (Kapitel 3.5.1, Abb.3.53). Sowohl die Elementaranalyse an
Schwefelgehalt als auch das 'H-NMR-Spektrum des abgespaltenen Produktes zeigten
keinen Umsatz. Nach einem Losungsmittel-Wechseln von Acetonitril auf
Tetrahydrofuran bzw. 1,2-Dichlorethan (DCE) als Losungsmitteln beobachtet man eine
Anbindung, die laut Elementaranalyse mit 49% bzw. 48%iger Ausbeute verlduft (Weg
A, Abb. 3.58). Da die erhaltenen Produkte 147 keine UV-aktiven Gruppen tragen und
die Reinheitsbestimmung mittels analytischer HPLC unmdglich ist, werden die
Carbamoylierungsreaktionen direkt nach der Anbindung durchgefiihrt oder als
Cappingreagenz das Benzoylchlorid eingesetzt (Weg B, Abb. 3.58). Damit kann die
UV-Aktivitit der abgespaltenen Produkte erhoht werden.

Die Resultate der Optimierungsreaktionen zu reduktiver Aminierung und Abspaltung

vom polymeren Tréger sind in Tabelle 3.18 zusammengestellt.

NH

HO
1. Reduktionsmittel o
2. Cappingsreagenz
HO o)
3. Abspaltung vom Polymer AlocHN
S,
PmbO /O Weg A OCH,§
Q 147 R = Acetyl
H,N —
TBSO o) 2
AlocHN \/\)]\ + \O R\
S
OCH;,3 HO NH
WegB | 1. Reduktionsmittel
135 2. Cappingreagenz
o

Q
R o
3.50% TBAHDF, CH,CN AlocHN
4. p-Chlorphenylisocyanat, S OCH
DMAP, Dioxan (0] 3
5. Abspaltung vom Polymer Cl

148 R =Benzoyl
149 R = Acetyl

Abb. 3.58: Versuche zur Anbindung, Funktionalisierung und Abspaltung
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Recrlllllilgiecl)ns— Losungsmittel EZEE:E_ Abspaltung Au[s(l;bfiute
NaBH(OACc); CH;CN Acy,O | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS| k. Produkt
NaCNBH; THEF/H,O Acy,O | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS 35"

gﬁ NaCNBH; DCE Ac,0 | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS 38"
& NaBH(OAc); THF/H,O Ac,0 | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS 49"
NaBH(OACc); DCE Ac,0 | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS 48"
NaBH(OAc); THF/H,O Ac,0 | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS| k. Produkt
NaBH(OAc); THF/H,O Ac,0 | 2% TFA, 2% TES, 2% H,0  |k. Produkt
NaBH(OACc); THF/H,0 Bz-Cl | 50% TFA, Mercaptomethyl-PS| k. Produkt
NaBH(OAC); CH,C1,*" Ac,0 | 2% TFA, Mercaptomethyl-PS 19™
@ | NaCNBH; THF/H,0/AcOH Ac,0 | 2% TFA, 2% TES, 2% H,0  |k. Produkt
= NaCNBH; THF/H,0/AcOH Ac,0 | 2% TFA, Mercaptomethyl-PS | 72°(26™)
NaCNBH; THF/H,0/AcOH Ac,0 20% TEA, 5% Thioanisol, 3% 72°(23™)
EDT, 2% Anisol
NaCNBH; THF/H,0/AcOH Ac,0 | 50% TFA, 5% EDT 72°(177)
NaCNBH; THF/H,0/AcOH Ac,0 | 50% TFA, 5% DMS 72°(32")

" Die Ausbeuteberechnung erfolgte mittels der Elementaranalyse

“Die Ausbeuten der nach semipriiparativer Reinigung isolierten Produkte

Tabelle 3.18: Versuche zur reduktiven Aminierung an der festen Phase

Die besten Ergebnisse werden mit Natriumcyanoborhydrid in einem THF/H,O/AcOH
Gemisch erhalten.””' Durch die Zugabe vom Dimethylsulfid zur Spaltlésung kann man
das Produkt 149 in hoher Reinheit und guter Ausbeute isolieren (32% iiber 5 Stufen).
Da sich Dimethylsulfid in diesen Versuche als geeignetes Abfangsnucleophil gezeigt
hat, werden die weiteren Funktionalisierungen mit diesem neuen Scaffold unter oben

genannten Bedingungen durchgefiihrt.

200 G. Hummel, L. Jobron, O. Hindsguaul, J. Carbohydr. Chem. 2003, 22, 781-800.
201 E. G. Brown, J. M. Nuss, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 8457-8460.
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3.5.3 Kombinatorsicher Einsatz des Scaffolds 4

Nachdem die Anbindung des Aldehyds an den polymeren Tréiger erfolgreich
abgeschlossen wird und die erste Funktionalisierung der 3- Position das gewiinschte
Produkt mit hoher Ausbeute liefert, werden die anderen Positionen des Scaffolds 4

(Abb. 3.59) unter den in Kapitel 3.3 genannten Bedingungen derivatisiert.

O

PmbO
Q
TBSO o
AlocHN
S

OCH,

4

Abb. 3.59: Orthogonal geschiitzte Scaffold 4

Dazu wird die Aloc-Schutzgruppe abgespalten und die Amidbindung gebildet. Als
Aminosdure wird Fmoc-geschiitztes Glycin gewihlt, und das gewiinschte Produkt 150a
kann in 48%iger Ausbeute nach drei Stufen isoliert werden. Als Nebenprodukt wird das

silylierte Derivat 150b erhalten (Abb. 3.60).

O o]
HaC—< ch%
NH NH
HO HO
1. Pd(PPh,),, p-Tol-SO,H, Dioxan o o
2. Fmoc-Gly-OH, TBTU, HOBt x H,0, DIPEA, DMF
’ HO TBSO
4 (0] + (o]
3.50% TFA, 5% DMS, CH,CI, HN M HN M
S S,
o OCH, O OCH,
48% 12%
FmocHN FmocHN
150a 150b

Abb. 3.60: Funktionalisierung der 2-Position

Bevor die Carbamatbildung in der 3-Postion erfolgt, wird der Silylether problemlos
unter dem Einsatz der TBAHDF-Losung abgespalten. Die freie Hydroxylgruppe wird
nach  allgemeiner  Arbeitsvorschrift AAV 8 (Kapitel 6.2) mit dem
4-Chlorphenylisocyanat umgesetzt und im Rohprodukt kdnnen das gewiinschte Produkt
149 und das Allophanat 151 nachgewiesen werden. Die semiprédparative HPLC liefert
beide Verbindungen in 35%iger bzw.12%iger Ausbeute (Abb. 3.61).
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1. TBAHDF 50% in CH,CN Q o)
2. R-NCO, cat. DMAP, Dioxan o o) o . o

3.50% TFA, 5% DMS, CH,Cl, Y AlocHN
S
OCH,

NH
/©/ 35% /©/ 12%
cl

146 Cl 148

Abb. 3.61: Funktionalisierung der 3-Position

In einem Parallelexperiment zur Funktionalisierung der axialen 4-OH Funktion wird
zundachst der p-Methoxybenzylether oxidativ  entfernt und  anschliefend
4-Chlorphenylisocyanat unter basischen Bedingungen zugegeben. Nach der Abspaltung
vom Harz kann die Verbindung 149a isoliert werden. Als Nebenreaktion wird wieder
die Bildung des nicht desilylierten Produktes 149b. Die Reinigung mittels
semipriparativer HPLC liefert Produkte 149a und 149b. Die Ausbeuten sind in
Abbildung 3.62 angegeben.

i, O,y

N 0 < N 0
1. DDQ, CH,Cl,, H,0 H o} H 0
2. R-NCO, kat. DMAP, Dioxan Q Q
N
3.50% TFA, 5% DMS, CH,Cl, HO o TBSO o
AlocHN AlocHN
S S
OCH, OCH,
12% 64%
152a 152b

Abb. 3.62: Funktionalisierung der 4-Position

Das Entstehen von jeweiligen Allophanatderivaten 153a und 153b kann ebenfalls

massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Abb. 3.63).
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N (¢] N (0]
o o
O
O:( o % o
NH NH
H o TBSO o

AlocHN AlocHN

S, S,
OCHj; OCH;,
cl Cl
153a 153b

Abb. 3.63: Allophanatderivate aus der Funktionalisierung der 4-Position
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4 BIOLOGISCHE TESTS

Die biologische Aktivitit der hergestellten Substanzen wird im Rahmen des
Forschungsbereichs 579 fiir RNA-Liganden-Wechselwirkungen von Michaela Stoll im
Georg Speyer-Haus in Frankfurt am Main gepriift.

Zunachst werden Cytotoxizitidt-Tests durchgefiihrt und darauffolgend soll die antivirale
Aktivitat gegen HIV-1 nur fiir diese Substanzen bestimmt werden, die auf die Zellen
nicht toxisch wirken bzw. keinen oder geringen Effekt auf ihre Vitalitdt haben. Bis zur

Fertigstellung dieser Arbeit wurden lediglich die Substanzen auf ihre Toxizitét gepriift.

4.1 Der Cytotoxizitits-Test-Hintergrund

Bei dem hier verwendeten Test macht man sich die Anwesenheit des ATP in vitalen
Zellen zu Nutze. Jede Beinflussung oder Zerstorung der Zelle hat eine Abnahme des
ATP-Konzentration zur Folge. Diese ATP-Konzentration wird mit Hilfe einer
Biolumineszenz-Messung bestimmt. Dabei bewirkt das Enzym Luciferase die ATP-
abhdngige oxidative Decarboxylierung von Luciferin zu Oxyluciferin unter
gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenldnge von 565 nm. Die fiir eine
katalytische Reaktion der Luciferase benotigte Substanz, das Substrat Luciferin, ist im
AMR-Plus-Reagenz des Test-Kits der Firma Cambrex (East Rutherford, USA)
enthalten. Das ATP wird durch eine Zell-Lyse mit dem Lysis-Reagenz des gleichen Kits
aus den Zellen gewonnen. Die Lichtemission kann mit Hilfe eines Luminometers
gemessen werden. Je hoher die Werte der Luciferase-Aktivitit liegen, das heif}t, je
stiarker die Lichtemission ist, um so mehr ATP liegt vor. Je niedriger die Werte sind,

desto schidlicher sind die zugegebenen Substanzen fiir die Zellen.

Luciferase

ATP + Luciferin + O, Oxyluciferin + PP; + CO; + hv (A=565 nm)

Mg2+
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Reaktion in der Zelle
Die Zellen, hier HeLA P4-Zellen, werden mit einer Dichte von 1,5 x 10* Zellen pro

Well in einer 96-Well-Platte verteilt und tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Am nichsten Tag wird das Medium von den Zellen abgezogen und die Substanzen in
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unterschiedlichen Konzentrationen (Substanz + Medium) auf die Zelle gegeben. Es
werden 7 verschiedene Konzentrationen eingestellt: 0 M, 10 uM, 50 uM, 100 uM,
200 uM, 500 uM und 1 mM. Die Inkubation dauert 1-2 Tage im Brutschrank bei 37 °C.
AnschlieBend wird das Medium abgezogen und die Zellen werden dreimal vorsichtig
mit Medium gewaschen. Fiir die Lyse der Zellen werden 50 uL. Zell-Lyse-Reagenz pro
Well auf die Zellen gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die lysierten
Zellen (50 uL) werden in eine weille 96 Well-Platte pipettiert (falls nicht die speziellen
Platten des Kits verwendet wurden). Dabei miissen Luftblasen unbedingt vermieden
werden, da sie die spidtere Messung negativ beintrichtigen. Fiir die abschlieBende
Reaktion werden 100 uL. AMR-Plus-Reagenz pro Well dazugegeben und 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend erfolgt die Messung der Luciferase-Aktivitit
am Lumistar-Galaxy-Luminometer der Firma BMG LABTECH (Offenburg,

Deutschland).zo2

Es wird angenommen, dass eine Substanz als leicht toxisch gilt, wenn die Luciferase-

Aktivitat unter 65% sinkt. Liegt diese Aktivitdt unter 50% gilt die Substanz als toxisch.

202 Vorgehensweise nach M. Stoll, Georg Speyer-Haus, Frankfurt am Main (Deutschland).
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Resultate fiir 2-N-acylierte Derivate

Auf ihre toxischen Eigenschaften werden zunichst Derivate gepriift, deren Synthesen in
Kapitel 3.3.3 und Kapitel 3.3.8 beschrieben sind. Es handelt sich um die Verbindungen,

die sowohl einfache a-Aminosduren als auch Oligopeptide in der 2-Position tragen

(Abb. 4.2).

i %

0,9 K;\\M ——53b
D NN
| A o
: Ny e

0,2

o
~

(=}
[0}

Relative Lumineszenz
o
o

=]
S

0,1

Medium 10 uM 50 pM 100 uM 200 uM 500 pM 1mM

Konzentration

Abb. 4.2: Zelltoxizitits-Tests fiir die 2-N-acylierte Derivate

Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, ist der Konzentrationsbereich, bei dem diese
Substanzen keine bzw. geringe Zelltoxizitéit zeigen breit und liegt zwischen 10 uL und
200 uL. Die Hemmversuche konnen fiir alle Derivate durchgefiihrt werden, wenn man
die Konzentration von 100 uM nicht iiberschreitet. Man beobachtet eine starke
Abnahme der Lebensvitalitit fiir die folgende Substrate 53b, 55b, 59b und 60 ab einer
Konzentration 200 uM. Die Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse wird in

Abbildung 4.3 dargestellt.
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R R? | Toxizitit
o N 53b | Fmoc-Gly TBS | +
Q 55b | Phenyl TBS | +
R? 0
HN 57b | Fmoc-Glu TBS | -/+
O=<Rw S\/\)I\N”E 59a | Fmoc-His H -
59b | Fmoc-His TBS | +
60b | Fmoc-GIn TBS | +
124a | Fmoc-His-Gly | H -
124b | Fmoc-His-Gly | TBS | -/+

Abb. 4.3: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitdts-Tests: -: keine Wirkung; -/+: schwache

Wirkung; +starke Wirkung im ganzen Konzentrationsbereich fiir 2-N-acylierte Derivate

4.2.2 Resultate fiir 3-O-carbamoylierte- und 3-O-acylierte Derivate

Die in den Kapiteln 3.3.4.1 und 3.3.4.2 beschriebenen kombinatorischen Synthesen
liefern nach der HPLC Reinigung insgesamt 16 Verbindungen, deren biologische
Aktivitat gepriift werden kann.

Zunichst wird die Toxizitdt-Untersuchung fiir solche Derivate durchgefiihrt, welche die
Carbamatgruppierung in der 3-Position tragen. Die Abbildung 4.4 und Abbildung 4.5

fassen die Ergebnisse zusammen.

11

—o—64

0,9 ——65

0,8 —A— 69

0,7 —A—71

0,6 —A—72

0,5

Relative Lumineszenz

75
0,4

—A—76
0,3
—e—77
0,2
78

0,1

Medium 10 uM 50 uM 100 pM 200 uM 500 uM 1mM

Konzentration

Abb. 4.4: Zelltoxizitits-Tests fiir 3-O-carbamoylierte Derivate
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R

Toxizitit

64

4-Fluorphenyl

65

4-Cyanophenyl

69

4-Chlorphenyl

HO Ns 71

2,4-Difluorphenyl

Q

o 72

4-Methyl-3-nitrophenyl

0]

oﬁH AlocHN S\/\/“\NH 74

3-Fluorphenyl

7 : 75

2-Nitrophenyl

76

Ethyl-4-isocyanatobenzoat

77

3-Acetylphenyl

78

4-Ethoxyphenyl

Abb. 4.5: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests: -: keine Wirkung; -/+: schwache

Wirkung; +starke Wirkung im ganzen Konzentrationsbereich fiir 3-O-carbamoylierte Derivate

Der Toxizitétstest ergibt, dass alle Substanzen im Bereich 10 M bis 1 mM nicht
toxisch sind. Lediglich bei den Substanzen 64, 69, 71 und 72 ist der Wert bei 1 mM

grenzwertig. Dementsprechend konnen alle Mitglieder dieser Substanzbibliothek auf die

Tat/TAR-Wechselwirkung getestet werden.

Des Weiteren werden fiinf Produkte untersucht, die mit a-Aminoséiiren funktionalisiert

sind. Unter den getesteten Substanzen befinden sich sowohl Bausteine mit einer

Aminosdure als auch Kohlenhydrat-Peptid-Konjugate. Die Zusammenfassung der

Ergebnisse zeigen die Abbildungen 4.6 und 4.7.
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1,4
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——125
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‘\\' —A—83*
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——128

Medium
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Konzentration

500 uM

imMm

Abb. 4.7: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests: -: keine Wirkung; -/+: schwache

Wie auch schon zuvor fiir die beschriebenen Zellassays sind diese Ergebnisse sehr gut
und die synthetisierten Substanzen zeigen keine bzw. geringe Toxizitit. Eine stirkere

Abnahme der Lumineszenz wird erst bei einer Konzentration von 1 mM beobachtet.

Abb. 4.6: Zelltoxizitits-Tests fiir 3-O-acylierte Derivate

R

Toxizitit

80

Fmoc-Gly

82

Fmoc-Gln

83

Fmoc-His

*

83

Fmoc-His

125

Fmoc-His-Gly

128

Z-His-Gly

“Epimerisierungsprodukt

Wirkung; +starke Wirkung im ganzen Konzentrationsbereich fiir 3-O-acylierte Derivate

Damit konnen diese Derivate fiir die Hemmversuche eingesetzt werden konnen.

4.2.3 Resultate fiir 4-O-carbamoylierte Derivate

Die in Kapitel 3.3.5.1 beschriebenen Carbamate werden ebenfalls dem Toxizitits-Test

unterzogen (Abb. 4.8 und Abb. 4.9).
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Abb. 4.8: Zelltoxizitits-Tests fiir 4-O-carbamoylierte Derivate

c}k ) R Toxizitit
N il o 86 | 4-Fluorphenyl -
HO o 87 | 4-Cyanophenyl -
L, 91 ] 4-Chlorphenyl :

2

Abb. 4.9: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitdts-Tests: -: keine Wirkung; -/+: schwache

Wirkung; +starke Wirkung im ganzen Konzentrationsbereich fiir 4-O-carbamoylierte Derivate

Fiir Verbindungen 86, 87 und 91 wird mit der steigenden Konzentration immer
schwichere Lumineszenz gemessen und der Konzentrationsbereich, bei dem die
hemmende Wirkung dieser Substanzen gepriift werden kann, ist sehr breit und liegt

zwischen 10 uM bis 1 mM.

4.2.4 Resultate fiir 6-N-acylierte Derivate

Die in der 6-Position funktionalisierte Amid-Derivate, deren Synthese in Kapitel 3.3.6

und 3.3.8 beschrieben werden, werden ebenfalls auf ihre cytotoxischen Eigenschaften
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getestet. Der EinfluB der einzelnen Verbindungen auf die Lebensaktivitdt der

untersuchten Zelllinien wird in der Abbildung 4.10 gezeigt.

1,2
—0—98a
11 /.\

98b

——99b

0,9 P
W R

S
[
30,8
[
£ \/
o7 —A—101b
E]
3
=
06 —=— 104b
&
0,5
] —e—106a
0,4
—o—106b

0,3 A
—&—126a
0,2

) L4
—8—126b
0,1

Medium 10 uM 50 uM 100 pM 200 pM 500 uM 1mM

Konzentration

Abb. 4.10: Zelltoxizitits-Tests Zelltoxizitits-Tests fiir 6-N-acylierte Derivate

Lediglich drei Derivate 98a, 106a und 126a konnen in ganzem Konzentrationsbereich
zukiinftig auf die Tat/TAR-Wechselwirkung getestet werden. Fiir andere Substanzen
verursacht die hochste Konzentration, ¢ = 1 mM, vermehrtes Absterben der Zellen.
Diese negative Wirkung wird besonders stark fiir die Verbindung 99b beobachtet. Die
Konzentrationsgrenzwerte, bei denen die Hemmversuche durchgefiihrt werden konnen,
liegen bei max 200 uM. Die Ergebnisse aus dieser Testreihe werden in Abbildung 4.11

zusammengefasst.
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R R” | Toxizitét

98a Fmoc-His H +

98b Fmoc-His | TBS -/+

99b Fmoc-Leu | TBS -

0 101a Fmoc-Gln H -/+

wo g 101b Fmoc-Gln | TBS I+

Q 104b Phenylacetyl | TBS -/+
o 0 1-Phenyl-1H-

AlocHN 1 H

S\/\)J\NHZ 06a 1,2,3-triazol-4-carbonyl "

1-Phenyl-1H-
1 TBS -/

06b 1"} 5 3-triazol-4-carbonyl i

126a Fmoc-His-Gly H +

126b Fmoc-His-Gly | TBS -/+

Abb. 4.11: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitdts-Tests: -: keine Werkung; -/+: schwache

Wirkung; +starke Wirkung im ganzen Konzentrationsbereich fiir 6-N-acylierte Derivate

4.2.5 Derivate aus dem Einsatz des Scaffolds 4

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der cytotoxischen Tests fiir die Verbindungen

dargestellt, die mit Hilfe des Scaffolds 4 synthetsiert wurden. Die Substanzenbibliothek

besteht aus 5 Mitgliedern und umfasst Produkte, die in einer Carbamat- bzw.

Amidbildung  entstanden

Konzentrationsabhingigkeit sind in Abbildungen 4.12 und 4.13 gezeigt.

sind.

Die

biologische  Aktivitit

und ihre
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Abb. 4.12: Zelltoxizitits-Tests der Substanzen aus dem kombinatorischen Einsatz des Scaffolds 4

(0]
HN
RO CH,
Q
R?O: o
R'HN
S\/\/“\OCH3
R' R’ R’ Toxizitit
150a Fmoc-Gly H H +
150b Fmoc-Gly TBS H -/+
149 Aloc |~ #Chlorphenyl- H I+
carbamoyl
152a Aloc H | 4-Chlorphenyl-carbamoyl -
152b Aloc TBS | 4-Chlorphenyl-carbamoyl +

Abb. 4.13: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests: -: keine Wirkung; -/+: schwache
Wirkung; +starke Wirkung im ganzen Konzentrationsbereich fiir Derivate aus dem kombinatorischen

Einsatz des Scaffolds 4

Die Derivate 150a und 152b zeigen keine Toxizitét, jedoch liegt die Lumineszenz fiir
die Verbindung 150a gerade iiber ihren 65%igen Grenzwert. Bei der Substanz 152a ist

schon bei einer Konzentration von ca. 25 uM eine starke Cytotoxizitdt zu beobachten,
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wihrend die Verbindungen 149 und 150b erst bei 200 uM eine deutliche

Limineszenzsenkung zeigen.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Die Aufklarung der Schliisselrolle der RNA in zahlreichen biologischen Prozessen, die
sich aus ihren selektiven Wechselwirkungen mit anderem RNA-Molekiilen, Proteinen,
Peptiden bzw. Antibiotika ergibt, ist fiir die Wirkstoffforschung von groer Bedeutung.
Die Aminoglycoside und Antibiotika, die durch eine Hemmung der Proteinbiosynthese
schon seit langerem bekannt sind, dienen als Leitstrukuren fiir die Synthese von
weiteren Wirkstoffen. Ein wichtiger Vertreter ist das Neomycin B. Seine Struktur wurde
in dieser Arbeit fiir die Entwicklung des Diaminogalactose-Templates genutzt. Sowohl
die Synthese des neuen Diaminogalactose-Scaffolds als auch sein Einsatz in der
kombinatorischen Chemie wurden aufbauend auf den bisherigen Resultaten der
Arbeitsgruppe ausgearbeitet. Dabei sollte erstmals das Muster der Schutzgruppen
variiert und eine Reihe von vier verschiedenen Bausteinen hergestellt werden, die in

Abbildung 5.1 dargestellt sind.

PmbO N
PmbO NHAloc o
o) o)
. S\/\)J\ /O i ° N
TBSO N NHAloc H
N H
1 2

\ 4 .
Q
HO&JOH HSC—{
N, OPmb NO

OH PmbO
o H / \
TBSO s N 1850 Q
NHAloc %
AlocHN
S\/\)‘\
OCH,

3 4

Abb. 5.1: Diaminogalactose-Scaffolds fiir die Festphasensynthesen

Zur Synthese der jeweiligen Derivate ging man von D-Galactose aus, die iiber das
Galactal und eine Azidonitratisierung in fiinf Stufen zum Trichloracetimidat 13
umgesetzt wurde. AnschlieBend wurde der Thioanker in der anomeren Position
eingebaut, wobei die Einfilhrung des 4,6-O-p-Methoxybenzylidenacetals in hoher
Ausbeute gelang und die Trennung von beiden Anomeren ermoglichte. Erst nach der
erfolgreichen  fert-Butyldimethylsilylether-Bildung in  3-Position wurde die
Differenzierung der Syntheseroute vorgenommen (Abb. 5.2). Im Fall des Bausteins 1

wurde nur das a-Anomer untersucht.
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Ho OH

AcO QAc AcO OAc
o}
o} CCl, > \/\)‘\
36% . 5 Stufen Ny \"/ 58% OCHs
5
Pmb,
N
o)
o o
\/\)‘\ — S\/\)‘\
TBSO: OCH,4
a:45% - 60% a:75% - 99% Ny
B:20% - 30% B:75% —99%
,B : 16 p:18
«: iiber 2. Stufen 90%
j 20% - 65% m,n J B: iiber 2. Stufen 85%
OH
PmbO Pmb.
\\
Q o) %
TBSO o o o
Ny \/\)J\ S
S TBSO: OCH
3
19 OCH, NHAloc
a:2
x| s79% ,BZ 28 ol @:81%
B:72%
o)
PmeO 7/ pmbo O

21 OCH, a:29
£:30
1 \ 87% p \ ;;51;{”
pmbo MR Pmoo \°

Q Q
S\/\)l\
TBSO 0 TBSO OCH,
N3 S\/\)J\ AlocHN

OCH,
22 R = Benzylamin, 83% a: 31
23 R = p-Methoxybenzylamin, 53% B35

Abb. 5.2: Syntheseschema fiir Verbindungen 22, 23, 31 und 35: a) Ac,0, kat. HC1O,, dann Ac,0, AcOH,
HBr b) N-Methylimidazol, Zn c¢) (NH4),Ce(NOj)s, NaN; d) Hydrazinacetat e) CI3CCN, K,CO;
f) p-Mercaptobuttesduremethylester, BF;*OEt, g) MeONa, MeOH h) Anisaldehyddimethylacetal i) TBS-
Triflat, Pyridin j) NaCNBHj;, TMS-CI, k) Oxalylchlorid, DMSO, NEt; 1) Benzylamin,
p-Methoxybenzylamin bzw. Ammoniumacetat, NaBH(OAc); m) SnCl,, PhSH, NEt; n) Aloc-Cl, Pyridin
0) Et;SiH, PhBCl, p) Nicotinoylazid, P(Ph);, DIAD



110 Zusammenfassung

Fiir die Synthese der a-Form des Saffolds 1 wurde das Acetal 17 regioselektiv gedffnet
und die freie primdre Hydroxylfunktion in einer Swern-Oxidation in den Aldehyd 21
iberfiihrt. Anschliefend sollte eine reduktive Aminierung den Aufbau einer zweiten
Aminofunktion in dem Monosaccharid-Baustein ermoglichen. Diese Umsetzung gelang
nicht. Es konnten lediglich die sekunddren Amine in hohen Ausbeuten erhalten werden.
Diese Strategie, bei der das Galactosetemplat mit 2-Azido- und 6-Amino-Gruppen
ausgestattet werden sollte, wurde daraufhin gedndert.

In einem Parallelexperiment wurde die Azido-Funktion der Verbindung 17 oder 18
unter milden Bartra-Bedingungen reduziert und direkt mit Chlorameisensiureallylester
acyliert. Die Acetaloffnung und die darauffolgende Mitsunobu-Reaktion liefern
Zielverbindung 31 mit orthogonal stabilen Schutzgruppen. Bevor das Scaffold 31 an
den polymeren Triger angebunden wurde, wurde der Methylester mit Lithiumhydroxid
in einem THF/Wasser-Gemisch nahezu quantitativ abgespaltet. Fiir die Anbindung
wurden Rink-AMPS- und Rink—Tentagel®—Harz ausgesucht, deren verschiedene
physikalische Eigenschaften und Beladungsunterschiede ausgenutzt werden sollten. Die
Uberpriifung des Schutzgruppenkonzeptes zeigte, dass sich jede Schutzgruppe selektiv
entfernen ldsst. Die kleinen Substanzbibliotheken der potenziellen RNA-Liganden
wurden unter anderem mit Hilfe des Peptidkupplungsprotokolls fiir die 2- bzw. 6-
Position hergestellt, nachdem die entsprechenden Aloc- bzw. Azid-Funktionen in die
jeweils freien Amine iiberfithrt worden waren. Die Funktionalisierungen der 3-und 4-
Position wurden nach Deblockierung durch Acylierungs- und Carbamoylierungs-

reaktion bewerkstelligt (Abb. 5.3).
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Nz
PmbO
Q
TBSO

[0}
AlocHN
S
NH

1. Pd(PPh,),, p-Tol-SO,H, TBSO

Dioxan HN
2. Carbonsiure, TBTU, O S
NH

HOBt, DIPEA
R
N,
1. 50% TBAHDF in CH,CN PmbO
2. Carbonsiure, DIC, kat. DMAP, DMF 1o}
N
PmbO |* | o o o]
AlocHN \/\)}\ /O
Q S
R NH

TBSO

[0}
AlocHN
S
NH

1. 50% TBAHDF in CH,CN
2. 10% Isocyanat, kat. DMAP, Dioxan

1. DDQ, CH,Cl,, H,0
2. Carbonsiure, DIC, kat. DMAP, DMF

N,
PmbO
10}
TBSO:

[0}
AlocHN
S
NH

1. DDQ, CH,Cl, H,0 R
2. 10% Isocyanat, kat. DMAP, Dioxan N
TBSO
0
AlocHN
S
NH
o}
N,
PmbO |~ HN

0! PmbO R

TBSO 1. P(n-Bu),, THF Q

[0}
AlocHN
S
NH

O = Rink-Amid-AMPS- oder Rink-Tentagel*-Harz

2. THF, H,0, NEt,
o

TBSO:

3. Carbonsdure, TBTU,
HOBt, DIPEA

Abb. 5.3: Synthesen an der festen Phase

Die Kohlenhydrat-Peptid-Konjugate wurden in méBigen bis hohen Ausbeuten und

hoher Reinheit hergestellt. Die mehrfachen Funktionalisierungen gelangen ebenfalls,

aber die Reinigung der mit Guanidin-Gruppen versehenen Produkte erwies sich als

schwierig.
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Bei den mikrowellenunterstiitzten Synthesen stellte sich heraus, dass das
[-Thioglycosid in das Galacto-hex-1-enitol-Derivat 37 umgewandelt wurde. Es konnte
in weiterem Experiment bewiesen werden, dass es sich hierbei nicht nur um einen
Einzelfall handelt, sondern dass auch die einfache Galactose-Verbindung zur gleichen

Reaktion gebracht werden konnte (Abb. 5.4).

PmbO \/\)I\OCH )To
3
H,C
TBSO /// =

AlocHN OAc

37 40

Abb. 5.4: Synthetisierte neue Galacto-hex-1-enitol-Derivate

Im nichsten Abschnitt dieser Doktorarbeit wurde die Regioselektivitit bei der
Acetaloffnungsreaktion fiir die Synthese des neuen Scaffolds 3 genutzt. Die zur
Verfiigung gestellte Diaminoglucosebaustein 131 wurde mit Boran-Trimethylamin-
Komplex und Aluminiumtrichlorid zur Reaktion gebracht, wobei das gewiinschte
Regioisomer 132 in 64%iger Ausbeute erhalten wurde. Eine Substitutionsreaktion

konnte an dieser Position leider nicht erreicht werden (Abb. 5.5).

OPmb

° Q
Q
O —> HO
oHO TBSO S OCH, TBSO S OCH,4
s NHAloc

NHAloc

[¢] o]
131 132
OPmb
%L. Q
TBSO. s OCH,
NHAloc \/\”/

o
133

Abb. 5.5: Schema zur Synthese der Verbindung 133



Zusammenfassung 113

In Rahmen dieser Arbeit sollte die Anbindung an das Harz auch iiber eine nicht-
anomere  Position des  Monosaccharids  vorgenommen  werden.  Eine
Substitutionsreaktion lieferte einen Baustein, der sich sowohl iiber die Anomere als

auch 6-Position anbinden lisst (Abb. 5.6).

/\/\/\/N3
()

PmbO
Q
TBSO o
AlocHN
S

OCH,

140

Abb. 5.6: Neuer Templatvorldaufer 140

Alternativ wurde ein Konzept ausgearbeitet, dass sich auf vielversprechende Ergebnisse
aus den Versuchen zur reduktiven Aminierung griindete. Dank dieser Reaktion war es
moglich, das Diaminogalactose-Scaffold direkt mit dem polymeren Triger zu verbinden

(Abb. 5.7).

O

ch\(
PmbO /O PmMbO N—O

Q 1. NaCNBH;, THF/H,0/AcOH (o)

850 2. Ac,0, Pyridin
T8SO
AlocHIN ? * HZN_O AlocHN f
S, S\/\)J\

OCH,

135 4

O = Rink-Tentagel®-Harz

OCH,

Abb. 5.7: Syntheseschema des neuen Diaminogalactose-Scaffolds 4

Die ersten Funktionalisierungen dieses neuen Templats verliefen ebenfalls problemlos.
Deblockierungen der Schutzgruppen unter den vorher ausgefiihrten Bedingungen und
die kombinatorische Festphasensynthesen von potenziellen RNA-Liganden belegen die
Tauglichkeit dieses Konzeptes in ersten Versuchen. Die ersten Verbindungen sind in

der Abbildung 5.8 dargestellt.
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HO

Abb. 5.8: Kombinatorsicher Einsatz des Scaffolds 4

Insgesamt wurde mit den Scaffolds 2 und 4 eine Bibliothek von mehr als 65

Verbindungen hergestellt. 42 Produkte, die mittels HPLC-Reinigung erfolgreich

gereingt werden konnten, wurden anschlieend in Zellassays auf ihre cytotoxische

Eigenschaften gepriift. Fiir einzelne Verbindungen konnte man die optimalen

Konzentrationen bestimmen, bei denen die zukiinftigen Tests fiir die Tat/TAR-

Wechselwirkung ohne storende cytotoxische Effekte durchgefiihrt werden konnen.

Die gewonnen Erkenntnisse beziiglich der geringen Loslichkeit der abgespalteten

nProdukte zeigen die Notwendigkeit weiterfithrender Untersuchungen, hauptsichlich

was die Aufarbeitungsmethoden betrifft.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Allgemeines und Messgeriite

Soweit es nicht anders vermerkt wurde, wurden alle Reaktionen bei Raumtemperatur
unter Riithren durchgefiihrt. Alle Losungsmittel wurden in der Qualitéit pro analysi (p.a.)
bezogen und vor Gebrauch nach literaturbekannten Verfahren absolutiert.”” Absolutes
DMF (Septenflasche, iiber Molsieb) wurde von der Firma Fluka bezogen, deuterierte
Losungsmittel fiir die NMR-Spektroskopie wurden von der Firma Deutero GmbH
bezogen. Die mit ,,i. Vak.” oder ,,i. Hochvak.”“ bezeichneten Destillationen wurden—

sofern anders nicht angegeben — bei 40 °C durchgefiihrt.

Chromatographische Methoden:

Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel-
fertigplatten des Typs 60 F,ss der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland). Die
Detektion erfolgte durch UV-Licht der Wellenldnge 254 nm und mittels folgender

Farbereagenzien (die Entwicklung erfolgte jeweils durch Wiarmeeinwirkung):
* Methoxyphenol-Reagenz (1:1 Mischung aus 0.2%iger ethanolischer Methoxyphenol-

Losung und 2 N ethanolischer Schwefelsédure).

* Seebach-Reagenz (1.0 g Cer(IV)sulfat-Tetrahydrat und 2.5 g Molybdatophosphorsédure

in einer Mischung aus 94 mL Wasser und 6 mL konzentrierter Schwefelsédure).
* Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 mL Essigsdure und
500 mL Methanol).

* Permanganat-Reagenz (1.0 g Kaliumpermanganat und 5 g Natriumcarbonat in 250 mL

Wasser).

Flash-Sdulenchromatographie wurde an Kieselgel einer Korngréfe von 0.032-1.063
mm der Firma ICN Biomedicals (Irvine, USA; Eschwege, Deutschland) durchgefiihrt.

Die verwendeten Eluenten wurden so gewihlt, dass der R-Wert des Produktes zwischen

203 H. G. O. Becker, W. Berger, G. Domschke, E. Fanghanel, J. Faust, M. Fischer, F. Gentz, K.
Gewald, R. Gluch, R. Mayer, K. Muller, D. Pavel, H. Schmidt, K Schollberg, K Schwetlick, E.
Seiler, G. Zeppenfeld, "Organikum. Organisch-Chemisches Grundpraktikum", Johann
Ambrosius Barth Verlaggesellschaf, Leipzig, 1993.
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0.1 und 0.3 lag. Die Zusammensetzung der Laufmittelgemische ist stets in

Volumenverhiltnissen angegeben.

Analytische HPLC

Fiir die analytische RP-HPLC wurde eine Knauer Maxi Star K1000-Gradienten-Pumpe
(Berlin, Deutschland), ein Knauer Vierkanal-Entgaser sowie ein Knauer
Diodenarraydetektor DAD 2062 (Wellenldngebereich 200-600 nm) verwendet. Als
Eluenten dienten Acetonitril/Wasser-Gemische, denen falls vermerkt 0.1 % TFA
zugesetzt wurden. Es wurde bei einer Flussrate von 1 mL/min gearbeitet. Die
Losungsmittel wurden vor Gebrauch ca. 1 h im Ultraschallbad entgast. Das HPLC-
Wasser wurde einer Millipore-Q-Umkehrosmoseanlage der Firma Millipore (Billerica,
USA) entnommen. Acetonitril wurde in HPLC-Qualitdt von der Firma Fisher Scientific
(Hampton, USA; Schwerte, Deutschland) erworben. Die folgende Sidule wurde
verwendet: Sdule A: Luna C18(2) (5 um, 250 x 4.40 mm) Firma Phenomenex
(Torrance, USA; Aschaffenburg, Deutschland).

Gradient A:

Zeit [min] 0 10 12 15 17 40
H,0 [%] 70 70 50 30 0 0
CH;CN [%] 30 30 50 70 100 100
Gradient B:

Zeit [min] 0 30 40

H,0 [%] 70 0 0

CH;CN [%] 30 100 100

Gradient C:

Zeit [min] 0 30 40

H,0 [%] 90 0 0

CH;iCN [%] | 10 100 100
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Gradient D:

Zeit [min] 0 30 40
H,0 [%] 50 0 0
CH;CN [%] 50 100 100

Semipriparative HPLC

Die semipriparative HPLC wurde mit zwei Knauer Wellchrom MiniStar K500-
Gradientenpumpen (jeweils mit 50 mL-Edelstahlpumpenkopf) und einem variablen
Wellenldangendetektor der Firma Knauer durchgefiihrt. Die Flussraten betrugen
10 mL/min und als Eluenten wurden ebenfalls Acetonitril/Wasser-Gemische verwendet.
Die folgende Trennsiule wurde verwendet: Siule B: Luna C18(2) (10 gm, 250x21 mm)
Firma Phenomenex (Torrance, USA; Aschaffenburg, Deutschland). Als Eluenten
dienten Acetonitril/Wasser-Gemische, denen, falls vermerkt, 0.1 % TFA zugesetzt
wurden. Die Losungsmittel wurden vor Gebrauch ca. 1 h im Ultraschallbad entgast. Das
HPLC-Wasser wurde einer Millipore-Q-Umkehrosmoseanlage der Firma Millipore,
(Billerica, USA), entnommen, Acetonitril wurde in HPLC-Qualitit von der Firma

Fisher Scientific (Hampton, USA; Schwerte, Deutschland) erworben.

Gradient E:

Zeit [min] 0 20 24 30 34 54
H,0 [%] 70 70 50 30 0 0
CH;CN [%] 30 30 50 70 100 100
Gradient F:

Zeit [min] 0 60 75

H,O 70 0 0

CH;CN 30 100 100
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Gradient G:

Zeit [min] 0 90 115
H,0 [%] 70 0 0
CH;CN [%] 30 100 100
Drehwerte:

Spezifische Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 (Wellesley,
USA) bei den Wellenldngen 578 nm und 546 nm (Quecksilberdampflampe) mit einer
10 cm langen Polarimeterzelle gemessen und auf die Natrium D-Linie (4 = 589 nm)
extrapoliert. Losungsmittel, Konzentrationen und Temperaturen sind bei den jeweiligen
Werten angegeben. Die Einheit des spezifischen Drehwertes (deg - mL / g - dm) sowie

die Konzentration (g / 100 mL) sind nicht vermerkt.

Schmelzpunkte:

Schmelzpunkte wurden mit einer Schmelzpunktapparatur nach Dr. Tottoli der Firma

Biichi (Flawil, Schweiz) gemessen und sind nicht korrigiert.

NMR-Spektroskopie:

Die Spektren geloster Substanzen wurden an folgenden NMR-Geriten der Firma Bruker

(Billerica, USA; Ettlingen, Deutschland) aufgenommen:

Bruker AC-300: 300 MHz - "H-NMR und 75.5 MHz - *C-NMR

Bruker AM-400: 400 MHz - "H-NMR und 100.6 MHz - *C-NMR sowie fiir 2-D-
Spektroskopie-Methoden

Bruker ARX-400: 400 MHz - "H-NMR

Die angegebenen Werte fiir die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf das
Signal des deuterierten Losungsmittels bei relativer Kalibrierung zu Tetramethylsilan
als Standard (6 = O ppm). Als Referenz diente das Signal des Losungsmittels (CDCls:
oy = 7.26 ppm, oc = 77.16 ppm; DMSO-ds: oy = 2.50 ppm, dc = 39.52 ppm). Die

durchgefiihrten NMR-Experimente und die verwendeten Losungsmittel sind bei
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einzelnen Verbindungen angegeben. Fiir die Multiplizititen wurden folgende
Abkiirzungen genutzt: s, Singulett; sy, breites Singulett; d, Dublett; dd, Dublett vom
Dublett; t, Triplett; g, Quartett; m, Multiplett; m., zentriertes Multiplett.

Massenspektrometrie:

FD-Massenspektren wurden mit einem Finnigan-MAT 95-Sepktrometer der Firma
ThermoElectron (Boston, USA) am Institut fiir die Organische Chemie der Johannes

Gutenberg-Universitit Mainz gemessen.
ESI-Massenspektren wurden an folgenden Geriten aufgenommen:

Gerit 1: Navigator 1 ESI-Massenspektrometer der Firma ThermoQuest (Boston, USA),
bei der Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel, einer Probekonzentration von

0.1 mg/mL, einer Cone Voltage von 70 V (oder 35 V) und einem N,-Strom von 300 1/h.
Gerit 2: Micromass-Q-TOF-Ultima-3-Spektrometer der Firma Waters (Milford, USA),

ausgestattet mit einem Lockspray-Interface, bei der Verwendung von Acetonitril als
Losungsmittel, einer Probekonzentration von 0.1 mg/mL, einer Cone Voltage von

70-80 V und einer Flussrate von 5 uL/min.

IR-Spektroskopie:

Die IR-Spektren wurden an einem FT-IR-Spektrometer 1760X (He-Ne-Laser, 633 nm)

der Firma Perkin-Elmer aufgenommen.

Festphasensynthesen:

Fiir die Synthesen an der festen Phase wurden TentaGel®- Harze der Firma Rapp
Polymere (Tiibingen, Deutschland) und AMPS-Harze der Firma Novabiochem
(Laufelfingen, Schweiz) benutzt. Die fiir die Peptidkupplungen eingesetzten
Aminosdurebausteine sowie die Kupplungsreagenzien lieferte ebenfalls Firma
Novabiochem. Die Festphasenreaktionen wurden zum grofiten Teil in Injektionsspritzen
(5 mL) verwirklicht. Die Auslaufoffnungen der Spritzen lieBen sich mit dafiir
vorgesehenen Stopfen verschlieBen. Der restliche Teil der Reaktionen an der festen
Phase wurde in einem dem Merrifield-Festphasenreaktor nachegebildeten

Reaktionsgefdl  durchgefiihrt. Die Reaktions-Reaktoren wurden mit einem
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Rotationsschiittler KS 125 Basic der Firma IKA (Staufen, Deutschland) geschiittelt. Es

wurden zwei Methoden fiir die Beladungsbestimmung verwendet.

Die photometrische Beladungsbestimmung wurde durch eine UV-Absorption des
Fluorenylmethyl-Piperidin-Adduktes durchgefiihrt. Dafiir wurden 20 mg einer
Harzprobe mit 18.07 g einer Mischung aus DMF und Piperidin (1:1) 45 min geschiittelt.
Von dem Uberstand wurde 1 mL entnommen und mit der DMF/Piperidin-Mischung auf
10 mL verdiinnt. Danach wurde die Losung UV-Spektoskopisch bei einer Wellenlinge
von 278 nm untersucht. Es wurde ein Series-200-UV/VIS-Detektor der Firma

PerkinElmer (Wellesley, USA) eingesetzt. Die Beladung berechnet sich nach:

[c(mmol/g) = (OD{optische Dichte} x 10% / 10417 {Extinktionskoeffizient}]

Als zweite Methode, die den Aufschluss iiber die Beladung des Polymers gegeben hat,

wurde eine Elementaranalyse beziiglich des Schwefelgehalts durchgefiihrt.

Die Vollstandigkeit von Azidreduktion und Acylierungsreaktionen wurde durch
Priifung auf primdre Amine mittels Kaiser-Tests gepriift. Hierzu wurden wenige
Harzkugeln in einem Eppendorf-Cup mit je einem Tropfen der drei Reagenzldosungen
(Losung A, Losung B und Losung C) versetzt und die Probe ca. 3-4 Minuten mit
HeiBluftpistole erhitzt. Sind die freien Aminogruppen vorhanden, so beobachtet man
eine Blaufdrbung der Harzkugeln und/oder der Losung. Die fiir den Kaiser-Test

verwendeten Reagenzlosungen sind:
Losung A (1 g Ninhydrin in 20 mL Ethanol)
Losung B (80 g Phenol in 20 mL Ethanol)

Losung C (50 L. 0.01M wissriger Losung von Kaliumcyanid in 25 mL Pyridin)

Mikrowellenunterstiitzte Synthesen:

Mikrowellenunterstiitzte Synthesen wurden in einem Discover- Gerit der Firma CEM
(Matthews, USA; Kamp-Lintfort, Deutschland), das mit einer Mono-Mode-
Mikrowellenkammer ausgestattet wurde, durchgefiihrt. Die Temperaturkontrolle
erfolgte durch einen Infrarotsensor. Der Druck wurde mittels einer Piezo-Druckzelle

indirekt detektiert.
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Elementaranalysen:

Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Labor des Instituts fiir Organische

Chemie der Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz durchgefiihrt.

6.2. Allgemeine Vorschriften

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der Allyloxycarbonyl (Aloc)-
Schiitzgruppe AAV1

In einem trockenen Festphasen-Reaktor werden 1.5 g (0.345 mmol, 1 Aquiv.) des mit
Kohlenhydrat beladenen Rink-Tentagels® 44 und 270.2 mg (1.73 mmol, 5 Aquiv.) p-
Toluolsulfinsdure eingewogen. Der Reaktor wird vorsichtig i. Vak. evakuiert und
anschlieBend mit Argon beflutet. Dieser Vorgang wird noch einmal wiederholt. Es
werden 20 mL frisch destilliertes und entgastes absol. Dioxan unter Argon zugegeben.
Nach Zusatz von 79.7 mg (0.069 mmol, 20 mol-%) Tetrakis-(triphenylphosphin)-
palladium(0) flutet man abermals mit Argon und verschlieft das Gefidl mit einem
Septum. Der Reaktor wird mit Alufolie lichtdicht verpackt und 16 h bei
Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird die iiberschiissige Reagenzldsung
entfernt und das Harz mehrmals gewaschen: 5 x Dioxan, 3 x DMF, 5 x Dichlormethan,
3 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Dichlormethan und Diethylether,
anschliefend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Harz i. Hochvak. mehrere

Stunden.

Die gleiche allgemeine Arbeitsvorschrift wird benutzt fiir 1.3 g (0.7 mmol, 1 Aquiv.)
des mit Kohlenhydrat beladenen Rink-AMPS-Harzes 43. Es werden entsprechend 0.718
g (4.58 mmol, 5 Aquiv.) p-Toluolsulfinsiure und 0.213 g (0.184 mmol, 20 mol-%)
Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) eingesetzt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung des terf-Butyldimethylsilylethers
(TBS) AAV2

In jeder 5 mL-Filterspritze werden je 100 mg des mit Kohlenhydrat beladenen Polymers
in 2.5 mL N,N-Dimethylformamid eine Stunde vorgequollen. Das Losungsmittel wird

entfernt und das Polymer mit 2.5 mL einer 50%igen Acetonitril Losung des
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Tetrabutylammoniumhydrogendifluorids versetzt. Die Suspension wird 4 h geschiittelt.
Die iiberschiissige Reagenzlosung wird entfernt und das Polymer sorgfiltig in der
folgenden Reihenfolge gewaschen: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid/Methanol abwechselnd, 2 x Methanol/Dichlormethan abwechselnd,
5 x Methanol/Diethylether und anschliefend einmal mit Diethylether. Man trocknet das

Polymer i. Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung des p-Methoxybenzylethers (Pmb)
AAV3

In einer 5 mL-Filterspritze werden jeweils 100 mg (max. 0.023 mmol) des mit
Kohlenhydrat beladenen Rink—Tentagels® 44 in 2.5 mL Dichlormethan suspendiert und
30 bis 60 min geschiittelt. Das iiberschiissige Losungsmittel wird entfernt und 2.5 mL
einer Losung von 52.2 mg (0.23 mmol, 10 Aquiv.) 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-
benzochinon (DDQ) in einer Mischung aus Dichlormethan und 10 Vol-% Wasser 1 h
geschiittelt. Das Polymer wird sorgfiéltig mit Dichlormethan gewaschen und der ganze
Vorgang noch einmal wiederholt. Man wischt das Harz sorgfiltig in der folgenden
Reihenfolge: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol
abwechselnd, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und
Diethylether und anschlieBend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i.
Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung des p-Methoxybenzylethers (Pmb)
AAV4

In einer 5 mL-Filterspritze werden jeweils 100 mg (max. 0.070 mmol) des mit
Kohlenhydrat beladenen Rink-AMPS-Harzes 43 in 2.5 mL Dichlormethan suspendiert
und 30 bis 60 min geschiittelt. Das iiberschiissige Losungsmittel wird entfernt. Das Harz
wird in 2.5 mL einer Losung von 158.9 mg (0.70 mmol, 10 Aquiv.) 2,3-Dichlor-5,6-
dicyan-1,4-benzochinon (DDQ) in einer Mischung aus Dichlormethan und 10 Vol-%
Wasser 1 h geschiittelt. Das Polymer wird sorgfiltig mit Dichlormethan gewaschen und
und der ganze Vorgang wird noch einmal durchgefiihrt. Man wischt das Harz sorgfiltig
in der folgenden Reihenfolge: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid

und Methanol abwechselnd, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x
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Methanol und Diethylether und anschlieBend einmal mit Diethylether. Man trocknet das
Polymer i. Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion der 6-Azido-Gruppe nach Staudinger
AAV5

In einer 5 mL-Filterspritze quellt man jeweils 100 mg (max. 0.023 mmol) des mit
Kohlenhydrat beladenen Tentagels® 44 in 2.5 mL absol. Tetrahydrofuran 1 h vor. Das
tiberschiissige Losungsmittel wird entfernt. Das Harz wird mit 2.5 mL einer absol.
Tetrahydrofuran-Losung von 0.115 mL (0.46 mmol, 20 Aquiv.) Tri-n-butylphosphin fiir
2 h geschiittelt. Das Polymer wird sorgfiltig mit Tetrahydrofuran gewaschen und mit
einer Mischung aus 2 mL Tetrahydrofuran, 1 mL Wasser und 1 mL Triethylamin fiir 2 h
geschiittelt. Man wiederholt diesen Hydrolysevorgang noch einmal und wischt das Harz
sorgfiltig in der folgenden Reihenfolge: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 3 x Dichlormethan, 2 x Methanol
und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und anschlieBend
einmal mit Diethylether. Man trocknet das Harz i. Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion der 6-Azido-Gruppe nach Staudinger
AAVe6

In einer 5 mL Filterspritze quellt man jeweils 100 mg (max. 0.070 mmol) des mit
Kohlenhydrat beladenen Rink-AMPS-Harzes 43 in 2.5 mL absol. Tetrahydrofuran 1 h
vor. Das iiberschiissige Losungsmittel wird entfernt. Das Harz wird mit 2.5 mL einer
Losung von 0.349 mL (1.4 mmol, 0.283 g, 20 Aquiv.) Tri-n-butylphosphin in absol.
Tetrahydrofuran 2 h geschiittelt. Das Polymer wird sorgfiltig mit Tetrahydrofuran
gewaschen und mit einer Mischung aus 2 mL Tetrahydrofuran, 1 mL Wasser und 1 mL
Triethylamin fiir 2 h geschiittelt. Man wiederholt diesen Hydrolysevorgang und wischt
das Harz sorgfiltig in der folgenden Reihenfolge: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 3 x Dichlormethan, 2 x Methanol
und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und anschlieend
einmal mit Diethylether. Man trocknet das Harz i. Hochvak.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Acylierung nach Steglich AAV7

In einer 5 mL-Filterspritze werden jeweils 100 mg (max 0.023 mmol) mit Kohlenhydrat
beladenes Rink—Tentagel® 44 in 2.5 mL N,N-Dimethylformamid suspendiert und 30-60
min geschiittelt. Das iiberschiissige N,N-Dimethylformamid wird entfernt. In einem
Kolben werden 0.23 mmol (10 Aquiv.) der zu veresternden Carbonsiure, 47.4 uL (37.9
mg, 13 Aquiv.) N,N-Diisopropylcarbodiimid und 2.6 mg (0.21 mmol, 0.9 Aquiv.) 4-
Dimethylaminopyridin in 2 mL absol. N,N-Dimethylformamid (Reihenfolge der
Zugabe: Carbonsdure, Carbodiimid, DMAP) nacheinander gelost, 1-2-min geschiittelt
und mit dem Polymer vereinigt. Man schiittelt 16 h. Nach dem Entfernen der
Reaktionslosung wischt man sorgfiltig: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x Methanol und Dichlormethan
abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und anschlieBend einmal mit Diethylether.

Man trocknet das Polymer i. Hochvak.
Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Carbamoylierung mit Isocyanaten AAVS8

Ein nach AAV2, AAV3 oder AAV4 behandeltes Polymer wird 2.5 mL absol. Dioxan in
einer Filterspritze mit einem Volumen von 5 mL suspendiert und die Suspension fiir 30-
60 min geschiittelt. Das iiberschiissige Losungsmittel wird entfernt und das Harz mit 2
mL einer 1%igen N-Dimethylaminpyridin-Dioxan-Losung versetzt. Man schiittelt 5
min, entfernt die Reagenzlosung, und es werden 1.5 mL 10%iger Losung des
entsprechenden Isocyanats in Dioxan in die Spritze eingezogen. Nach 16 h wird die
Reaktionslosung entfernt und das Polymer sorgfiltig gewaschen: 5 x Dioxan, 5 x N,N-
Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und
anschlieBend einmal mit Diethylether. In einigen Féllen ist es notwendig den
Waschvorgang mehrmals durchzufiihren, um die Reste des schwerltslichen Eduktes zu

eluieren. Man trocknet das Polymer i. Hochvak.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Amidbildung in der 2- oder/und 6-Position

AAV9

Ein nach AAV1 oder AAVS5 behandeltes Polymer wird in 2.5 mL N,N-
Dimethylformamid in einer Filterspritze mit einem Volumen von 5 mL suspendiert und
die Suspension fiir 30-60 min geschiittelt. Das {iiberschiissige Losungsmittel wird
entfernt. In einem Kolben werden 0.23 mmol (10 Aquiv.) der jeweiligen Carbonsiure,
738 mg (023 mmol, 10 Aquiv.) TBTU (O-(Benzotriazol-yl)-N,N,N’N -
tetramethyluroniumtetrafluoroborat), 35.2 mg (0.23 mmol, 10 Aquiv.) HOBt x H,O (1-
Hydroxybenzotriazol Monohydrat) und 78.7 uL (59.4 mg, 0.46 mmol, 20 Aquiv.) N,N-
Diisopropylethylamin in 2.5 mL absol. N,N-Dimethylformamid nacheinander gelost, fiir
1-2 min geschiittelt und mit dem Polymer vereinigt. Man schiittelt 16 h und entfernt die
tiberschiissige Reagenzlosung. AnschlieBend wird das Harz sorgfiltig gewaschen: 5 x
N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und

anschlieend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i. Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Amidbildung in der 2- oder/und 6-Position

AAV10

Ein nach AAV1 oder AAV6 behandeltes Rink-AMPS-Polymer 43 (max. 0.07 mmol)
wird in 2.5 mL N,N-Dimethylformamid in einer Filterspritze mit einem Volumen von 5
mL suspendiert und die Suspension wird 30-60 min geschiittelt. Das iiberschiissige
Losungsmittel wird entfernt. In einem Kolben werden 0.35 mmol (5.0 Aquiv.) der
jeweiligen Carbonsiure, 112.0 mg (0.35 mmol, 5.0 Aquiv.) TBTU, 54 mg (0.35 mmol,
5.7 Aquiv.) HOBt x H,O und 0.115 mL (90 mg, 0.70 mmol, 10.0 Aquiv.) N,N-
Diisopropylethylamin in 2.5 mL absol. N,N-Dimethylformamid nacheinander gelost, 1-
2 min geschiittelt und mit dem Polymer vereinigt. Man schiittelt 16 h und entfernt die
Reagenzlosung. AnschlieBend wird das Harz sorgfiltig gewaschen: 5 x N,N-
Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und

anschlieend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer im Hochvakuum.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

(Fmoc)-Schutzgruppe AAV11

Um die Fmoc-Schutzgruppe der Aminosidure am funktionalisierten Polymer (siehe
AAV7 und AAV99) abzuspalten, wird das Polymer in 2.5 mL N,N-Dimethylformamid
in einer 5 mL Filterspritze suspendiert und 30 bis 60 min geschiittelt. Das iiberschiissige
Losungsmittel wird entfernt und das Harz wird mit 2.5 mL einer 20%iger Piperidin
Losung in N,N-Dimethylformamid versetzt. Man schiittelt 20 min und entfernt die
Reagenzlosung. Anschliefend wischt man sorgfiltig: 2 x N,N-Dimethylformamid, 2 x

Dichlormethan, 2 x Methanol und 2 x Diethylether und trocknet i. Vak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidkupplung an der festen Phase AAV12

In eine nach AAV11 funktionalisiertes Polymer enthaltende 5 mL-Filterspritze werden
2.5 mL N,N-Dimethylformamid eingezogen und diese Suspension fiir 30-60 min
geschiittelt. Das iiberschiissige Losungsmittel wird entfernt. In einem Kolben werden
0.23 mmol (10 Aquiv.) der jeweiligen Carbonsiure, 73.8 mg (0.23 mmol, 10 Aquiv.)
TBTU, 35.2 mg (0.23 mmol, 10 Aquiv.) HOBt x H,O und 78.7 uL (59.4 mg, 0.46
mmol, 20 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin in 2.5 mL absol. N,N-Dimethylformamid
nacheinander geldst, 1-2 min geschiittelt und mit dem Polymer vereinigt. Man schiittelt
16 h und entfernt die iiberschiissige Reagenzlosung. AnschlieBend wédscht man
sorgfiltig: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol
abwechselnd, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und
Diethylether und anschlieBend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer im

Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Funktionalisierung mit N,N’-Di-Boc-N"-

trifluormethansulfonylguanidin AAV13

In eine nach AAV1 oder AAVS5 behandeltes Polymer enthaltende 5 mL-Filterspritze
werden 2.5 mL Dichlormethan eingezogen und die Suspension wird 30-60 min
geschiittelt. Das iiberschiissige Losungsmittel wird entfernt. In einem Kolben werden 45
mg (0.115 mmol, 5 Aquiv.) des N,N -Di-Boc-N “triflylguanidins 108, 14.8 xL (11.6 mg,

0.115 mmol, 5 Aquiv.) Triethylamin in 2.5 mL absol. Dichlormethan nacheinander
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gelost und die Losung mit dem Polymer vereinigt. Man schiittelt 16 h und entfernt die
tiberschiissige Reagenzlosung. AnschlieBend wird das Harz sorgfiltig gewaschen: 5 x
N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und

anschlieend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i. Hochvak.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der 2,6-Diaminogalactose-Derivate

vom Polymer AAV14

Das am Harz gebundene Kohlenhydrat, das nach AAV7, AAVS, AAV9 oder AAV10
funktionalisiert wurde, wird mit 20 mg Mercaptomethylpolystyrol (Beladung: 4.00
mmol/g) in der 5 mL-Filterspritzen versetzt. In die Spritzen werden ca. 2.5 mL absol.
Dichlormethan eingezogen und 30-60 min geschiittelt. Das Dichlormethan wird entfernt
und das Polymer mit 2.5 mL frisch vorbereiteter 50%iger Trifluoressigsdure in absol.
Dichlormethan versetzt. Man schiittelt 30 min, entfernt vorsichtig die Spaltlosung,
wischt das Harz mit der Spaltlosung nach und wiederholt den Vorgang ein weiteres Mal
mit einer neuen Portion der Spaltlosung. Nach 30 min Schiitteln wird die Spaltlosung
vorsichtig entfernt. Man vereinigt die Filtrate sowie die Waschlosungen. Die Losung
wird i. Vak. bis zur Trockene eingeengt. Um die Reste der Trifluoressigsdure zu
entfernen, wird der Riickstand in 2 mL Dichlormethan aufgenommen und {iiber festes
NaHCOs filtriert. Man benutzt dafiir die mit einer Polyethylenfritte verschlossene
5 mL-Spritze, die mit ca. 2 mL NaHCOj; befiillt und anschlieBend mit einer weiteren
Polyethylenfritte verschlossen wird. Man wischt nach. Das Losungsmittel wird

vollstiandig i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird i. Hochvak. getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der 2,6-Diaminogalactose-Derivaten

vom Polymer AAV15

Das nach AAV7, AAV9, AAV10, AAV12 oder AAV13 funktionalisierte und am Harz
gebundene Kohlenhydrat wird in ca. 2.5 mL absol. Dichlormethan in einer 5 mL
Filterspritze suspendiert und 30-60 min geschiittelt. Das iiberschiissige Dichlormethan
wird entfernt und das Polymer wird mit 2.5 mL frisch vorbereiteter Spaltlosung (50%
Trifluoressigsdure, 5% Triisopropylsilan) in absol. Dichlormethan versetzt. Man

schiittelt 30 min, entfernt vorsichtig die Spaltlosung, wischt das Harz mit der
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Spaltlosung nach und versetzt ein weiteres Mal mit einer neuen Portion der Spaltlosung.
Nach 30 min Schiitteln wird die Spaltlosung vorsichtig entfernt. Man vereinigt die
Filtrate sowie die Waschlosungen. Die Losung wird i. Vak. bis zur Trockene eingeengt.
Um die Reste von Triisopropylsilan und Trifluoressigsdure zu entfernen, kodestiliert
man zweimal mit Toluol und trocknet i. Hochvak. AnschlieBend gibt man 1-1.5 mL auf
-20 °C gekiihlten Diethylether zum Riickstand hinzu und stellt die Kolben 5 min in ein
Eisbad. In den meisten Fillen fdllt ein hell gelber amorpher Feststoff aus.
Uberschiissiger Diethylether wird vorsichtig mit einer Pasteurpipette entfernt und der
Riickstand mit kaltem Diethylether (2 x je max. 0.5 mL) nachgewaschen. Das

Rohprodukt wird i. Hochvak. getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der 2,6-Diaminogalactose-Derivate

vom Polymer AAV16

Das nach AAV7, AAV9, AAV10, AAV12 oder AAV13 funktionalisierte und am Harz
gebundene Kohlenhydrat wird in ca. 2.5 mL absol. Dichlormethan in einer
5 mL-Filterspritze suspendiert und fiir 30-60 min geschiittelt. Das Dichlormethan wird
entfernt und das Polymer mit 2.5 mL frisch vorbereiteter Spaltlosung (50%
Trifluoressigsdure, 5% Dimethylsulfid) in absol. Dichlormethan versetzt. Man schiittelt
30 min, entfernt vorsichtig die Spaltlosung, wischt das Harz mit der Spaltlosung nach
und versetzt ein weiteres Mal mit einer neuen Portion der Spaltlosung. Nach 30 min
Schiitteln wird die Spaltlosung vorsichtig entfernt. Man vereinigt die Filtrate mit den
Waschlosungen. Die Losung wird i. Vak. bis zur Trockene eingeengt. Um die Reste von
Dimethylsulfid und Trifluoressigsdure zu entfernen, kodestiliert man zweimal mit
Toluol. Der Riickstand wird i. Hochvak. getrocknet. AnschlieBend gibt man 1-1.5 mL
auf -20 °C gekiihlten Diethylether zum Riickstand hinzu und stellt den Kolben 5 min in
ein Eisbad. Es fillt ein hell gelber amorpher Feststoff aus. Uberschiissiger Diethylether
wird vorsichtig mit einer Pasteurpipette entfernt und der Riickstand mit kaltem
Diethylether (2 x je max. 0.5 mL) nachgewaschen. Das Rohprodukt wird i. Hochvak.

getrocknet.
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6.3 Synthesen zum Kapitel 3.1.2

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid (6)°***

AcO OAc

Q

In einem 2 L Dreihalskolben mit werden ca. 0.5 g D-Galactose in 300 Ao
OAc

mL Acetanhydrid suspendiert und mit ca. 2 mL 70%iger Perchlorsidure B

versetzt. AnschlieBend werden zur Losung die 74.5 g (0.416 mol) D-Galactose
portionsweise zugegeben, so dass die Temperatur 25 °C -30 °C nicht iiberschreitet. Das
Reaktionsgemisch wird 2.5 h bei Raumtemp. geriihrt. Danach werden zur gelben
Reaktionslosung 330 mL einer 33%igen HBr-Losung in Eisessig iiber 1.5 h bei
Raumtemperatur zugetropft. Anschlieend ldsst man 16 h riihren, bevor man das
Reaktionsgemisch mit 700 mL Dichlormethan verdiinnt und vorsichtig mit 200-300 mL
Eiswasser hydrolisiert. Nach Trennung der Phasen wurde die organische Phase mit 200
mL Eiswasser und fiinfmal mit jeweils 200 mL gesittigter NaHCO3-Losung gewaschen.
Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel i.Vak.

entfernt. Das Rohprodukt kann direkt weiter umgesetzt werden.

Ausb. (Rohprodukt): 166 g (quant.); gelbes zihes Ol; Ry=0.68 (Dichlormethan:EtOAc
=10:1).

Ci4H19BrOy (411.20)

3,4,6-Tetra-0O-acetyl-D-galactal (7)121

AcO OAc

Eine Suspension von 280 g (4.310 mol) von aktiviertenm Zink®® in ca. R

550 mL Essigsdureethylester und 33.2 g (32 mL, 0.404 mol) 1-

A
Cf =

Methylimidazols wird unter starkem Riithren zum Sieden erhitzt. Zum Gemisch wird
innerhalb von 1.5 h eine Lésung von 166 g (0.404 mol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-
galactopyranosylbromid (6) in 450 mL Essigsdureethylester zugetropft und 3 h unter
Riickfluss erhitzt. AnschlieBend ldsst man das Reaktionsgemisch auf Raumtemp.

abkiihlen. Das Zink wird iiber Celite (Hyflo) abfiltriert und das Filtrat zweimal mit

12! R. U. Lemieux, R. M. Ratcliffe, Can. J. Chem. 1979, 57, 1244-1251.

204 M. L. Wolfrom, A. Thompson, Methods Carbohydr. Chem. 1963, 2, 211-215.

205 J. Broddefalk, U. Nilsson, J. Kihlberg, J. Carbohydr. Chem. 1994, 13(1), 129-132.

206 Der Zinkstaub wird ca. 5 Minuten in 1 M HCI-Lsg. suspendiert abfiltriert, mit wenig Wasser und
anschlieend Essigester gewaschen.
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jeweils 200 mL 2 N HCI-Losung und einmal mit 300 mL gesittigter NaHCOs3-Losung
gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel i.
Vak. entfernt. Das erhaltene gelbe Ol wird durch Flashchromatographie an Kieselgel

gereinigt (Cyclohexan: EtOAc = 4:1).

Ausb.: 81.91 g (0.301 mol, 74.5%); gelbes zidhes o1, Ry=0.14 (Cyclohexan: EtOAc =
4:1).
C2H;604 (272.25)

3,4,6-Tri-0-acetyl-2-azido-2-desoxy-a,f-D-galactopyranosylnitrat (8)"!

¢0 OAc
19.21 g (0.070 mol) 3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactal (7) werden in 150 ' O&f

mL absol. Acetonitril gelost und langsam zu einer auf -20 °C Ao \, o
gekiihlten Suspension von 115.7 g (0.211 mmol) Cer(IV)ammoniumnitrat und 6.9 g
(0.106 mmol) Natriumazid in 350 mL absol. Acetonitril unter Argonatmosphére tiber
eine Kaniile zugetropft. AnschlieBend 143t man 18 h bei —18 °C riihren. Nach dieser Zeit
wird die nun orange-farbene Suspension mit 500 mL eisgekiihltem Diethylether und
langsam mit 500 mL Eis versetzt. Die organische Phase wird abgetrennt und dreimal
mit jeweils 500 mL Eiswasser gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen Phase

iiber MgSO,4 und dem Entfernen des Losungsmittels wird das erhaltene gelbe Ol durch

Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan: EtOAc = 4:1).

Ausb.: 9.95 g (0.026 mol, 37.1% [35% - 55%]); farbloser amorpher Feststoff; Ry= 0.14
(Cyclohexan: EtOAc =4:1).

Ci2H16N4Oy9  (376.28)

121 R. U. Lemieux, R. M. Ratcliffe, Can. J. Chem. 1979, 57, 1244-1251.
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3,4,6-Tri-0O-acetyl-2-azido-2-desoxy-a,f-D-galactose (12)'%8

AcO QAc

Zur Losung von 63.11 g (0.168 mol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2- %OH
AcO
desoxy-a,f-D-galactopyranosylnitrat (8) in 400 mL absol. DMF wird N

unter Argonatmosphdre portionsweise 16.65 g (0.181 mol) Hydrazinacetat bei
Raumtemperatur zugegeben. Das Gemisch wird 2 h bei Raumtemp. weiter geriihrt
(diinnschichtchromatographische =~ Reaktionskontrolle, = Laufmittel: =~ Cyclohexan:
Essigester, 1:1, Ry= 0.42). Nach vollstindigem Umsatz wird die organische Phase auf
300 mL wissrige gesittigte NaCl-Losung gegossen und die wissrige Phase dreimal mit
jeweils 400 mL Essigester extrahiert. AnschlieBend werden die vereinigten organischen
Phasen dreimal mit jeweils 300 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das erhaltene Rohprodukt
wird durch Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan: EtOAc = 4:1).

Ausb.: 44.0 g (0.133 mol, 79.2% [75% - 90%]); farbloser amorpher Feststoff; Ry= 0.14
(Cyclohexan: EtOAc =4:1).

CioH17N3Og  (376.28)

0-(2-Azido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a,f-D-galactopyranosyl)-trichloracetimidat

AcO OAc

o CCly

Eine Losung von 44.0 g (0.133 mol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido- *° N
2-desoxy-a,f-D-galactose (12) und 106 mL (153.1 g, 1.06 mol)
Trichloracetonitril in 600 mL absol. Dichlormethan wird mit 69.93 g (0.506 mol)

NH

getrocknetem  wasserfreiem Kaliumcarbonat bei Raumtemp. versetzt. Nach
vollstandigem Reaktionsumsatz (diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle,
Laufmittel: Cyclohexan: Essigester = 1:1, Ry= 0.66) wird iiber eine mit Celite belegte
Glasfritte filtriert. Das Losungsmittel wird im Vak. entfernt und das Rohprodukt mittels
"H-NMR auf das Anomerenverhiltnis untersucht (a:p-Gemisch = 14:86). Laut NMR-

Untersuchung kann das Rohprodukt ohne weitere Reinigung eingesetzt werden.

a,f-Gemisch Ausb.: 63 g , (0.132 mol, 99.0% [80% - 99 %]); farbloser amorpher
Feststoff; Ry=0.17 (Cyclohexan: EtOAc, 3:1).

124 G. Grundler, R. R. Schmidt, Liebigs Ann. Chem. 1984, 1984, 1826-1847.
128 T. Toyokuni, S. Cai, B. Dean, Synthesis 1992, 12, 1236.
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"H-NMR (300 MHz, CDCls): d [ppm] = 8.79 (s, 1H, NH); 6.50 (d, *J;, = 3.7 Hz,
0.14H, Hla); 5.69 (d, °Jy2 = 8.5 Hz, 0.86H, H1p); 5.54 (d, *J34 = 2.2 Hz, 0.14H, H4a);
5.39 (d, *J34 = 2.1 Hz, 0.86H, H4p); 5.37 (dd, *J34 = 3.7 Hz, 0.14H, H30); 4.90 (dd, *J»3
= 8.5 Hz, *J3,4 = 3.7 Hz, 0.86H, H3f); 4.41 (t, °Js5 ¢ = 6.6 Hz, 0.14H, H5a); 4.17-3.90 (m,
5H, H2a, H24, H5f, H6a u. H6p); 2.18, 2.16, 2.07, 2.03, 2.00 (s, 9H, CH3).

C14H17C13N4Og (475.67)

y-Mercaptobuttersiuremethylester (10)*

" /\/\"/OCH3
Eine Losung von 50.0 g (0.49 mol) y-Thiobutyrolacton in 500 mL °
absol. Methanol wird mit 20 mol% Natriummethanolat versetzt und 6 h unter Riickfluss
erhitzt. AnschlieBend lasst man den Ansatz abkiihlen, bevor man mit 2 N HCI ansiduert
und 400 mL Wasser und 800 mL Diethylether zufiigt. Die organische Phase wird
abgetrennt und zweimal mit jeweils 200 mL Wasser gewaschen. AnschlieBend wird die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die

Reinigung des Rohproduktes erfolgt iiber eine Vakuumdestillation.

Ausb.: 53.0 g (0.39 mol, 79.6% [70% - 80%]); farblose Fliissigkeit; SAp.i4-16 mmbar = 76-
77 °C, Lit.* Sdp.s 5.6 mmbar = 62-64 °C; n2 = 1.4646, Lit.** n2 = 1.4628.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 3.62 (s, 3H, COOCHj); 2.45 (q, *J = 7.2 Hz,
2H,CH,SH); 2.40 (t, °J = 7.4 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.87 (p, °J = 7.2 Hz, 2H,
CH,CH,SH); 1.30 (t, °J ~ 8.2 Hz, 1H, SH).

CsH;00,S (134.20)

“ C. Kallus, Dissertation 1998, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz.
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S-(2-Azido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a,f-D-galactopyranosyl)-4-

mercaptobuttersiuremethylester (11)

AcO OAc
o

Eine Mischung aus 19.7 g (0.041 mol) O-(2-Azido-3,4,6- Ao (:,3 S\/\)I\OCHa
tri-O-acetyl-2-desoxy-a,f-D-galactopyranosyltrichloracetimidat  (13) und 10 g
aktiviertem Molekularsieb 4 A wird in 750 mL absol. Diethylether eine Stunde unter
Argonatmosphére vorgeriithrt. Man kiihlt auf 0 °C ab, gibt 10.9 g (0.081 mol) y-
Mercaptobuttersauremethylester zu, tropft langsam 26.4 mL (29.8 g, 0.21 mol)
Bortrifluorid-Diethylether in 30 mL absol. Diethylether hinzu und lésst eine Stunde bei
dieser Temperatur rithren. Dann wird das Eisbad entfernt und man ldsst die
Reaktionslosung innerhalb von einer Stunde auf Raumtemp. kommen. Um eine
Reaktionskontrolle durchfithren zu konnen, muss man eine Probe aus dem
Reaktionsgemisch entnehmen und sie mit geséttigter NaHCOs-Losung neutralisieren
(starkes Schidumen). Nach fiinf bis sechs Stunden ist der Umsatz vollstindig. Das
Molekularsieb wird iiber eine mit Celite belegte Glasfritte filtriert und die etherische
Losung mit 700 mL gesittigter NaHCO3-Losung unter Eisbadkiihlung versetzt. Die
organische Phase wird abgetrennt und dreimal mit jeweils 500 mL gesittigter NaHCOs3-
Losung extrahiert. Nach dem Trocknen der organischen Phase iiber MgSO, wird die
etherische Phase eingeengt und das Rohprodukt mittels 'H-NMR auf das

Anomerenverhiltnis untersucht (a:4-Gemisch = 3:1).

a,f-Gemisch Ausb.: 11.0 g (0.024 mol, 58.5% [60% - 75%]); tarbloser amorpher
Feststoff; Ry=0.12 (Cyclohexan: EtOAc = 3:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCls): ¢ [ppm] = 5.44 (d, *J,» = 5.5 Hz, 0.75H,
Hla); 5.39 (d, *Js4 = 2.5 Hz, 0.75H, H4a); 5.34 (d, *J34 = 2.6 Hz, 0.25H, H4p); 5.07
(dd, *Jo3 = 11.0 Hz, *J34 = 3.3 Hz, 0.75H, H30); 4.84 (dd, *J,3 = 10.3 Hz, *J34 = 3.3 Hz,
0.25H, H3p); 4.52 (t, *Js6 = 6.2 Hz, 0.75H, H5a); 4.35 (d, *J,, = 10.2 Hz, 0.25H, H1p);
4.20 (dd, *Ji2 = 5.5 Hz, °Jo3 = 11.0 Hz, 0.75H, H2a); 4.11-4.01 (m, 2H, H60/); 3.85 (t,
3Js6 = 7.0 Hz, 0.25H, H5p); 3.64 (s, 3.25H, 0.25HB, COOCH3), 2.87-2.49 (m, 2H,
SCH,CH,); 2.45-2.39 (m, 2H, CH,COOCH3); 2.11 (s, 3H, CHj); 2.01, 2.00 (s, 6H,
CH3); 2.00-1.88 (m, 2H, SCH,CH,).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCls): § [ppm] = 173.3, 170.4, 170.1, 170.0 (C=0);
85.0 (C1p); 83.5 (Cla); 74.4 (C5pB); 73.0 (C3p); 70.2 (C3a); 67.5 (Cda); 67.1 (C5a);
66.6 (C4p); 61.6 (C6); 60.5 (C28); 57.8 (C2a); 51.6 (COOCH3); 32.7 (CH,COOCH;,
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a); 32.5 (CH,COOCH3, f); 30.4 (SCH,CH,, f); 29.7 (SCH,CH,, a); 25.1 (SCH,CH,,
f); 24.6 (SCH,CH,, a); 20.7 (3xCH3, OAc).

FD-MS, positiv m/z = 447.7 (100 %, [M]*, ber.: 447.1).
FT-IR 0 [cm™']: 2113 (N3).
C17H,5N300S (447.46)

S-(2-Azido-2-desoxy-4,6-0-p-methoxybenzyliden-a,f-D-galactopyranosyl)-4-

mercaptobuttersiuremethylester (15)/(16) o o@
(6]
o

o) o
Eine Losung von 9.69 g (21.6 mmol) S-(2- HO&HS\/\)J\OCH

Azido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a,f-D-galactopyranosyl)-4-

mercaptobuttersduremethylester (11) in 300 mL absol. Methanol wird langsam unter
Rithren mit Natriummethanolatlosung (pH = 9) unter Argonatmosphire versetzt. Die
Zugabe der Natriummethanolatlosung wird so lange vorgenommen, bis ein pH-Wert
von 9.0 im Reaktionsgemisch erreicht ist. Nachdem der Umsatz vollstindig ist,
neutralisiert man mit saurem lonenaustauscherharz Amberlite® IR120, filtriert und
wischt mit Methanol nach. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der
verbleibende Riickstand wird in 250 mL absol. N,N-Dimethylformamid aufgenommen.
Diese Losung wird mit der katalytischen Menge von p-Toluolsulfonsdure Monohydrat
und 5.5 mL (5.90 g, 32.4 mmol) p-Anisaldehyd-dimethylacetal versetzt, anschliefend
eine Stunde bei 50 °C und 20-30 mbar am Rotationsverdampfer durchmischt. Zum
Reaktionsgemisch werden 2 mL Triethylamin zugegeben, das Losungsmittel vollstandig
i. Vak. entfernt und der Riickstand wird Flashchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(Cyclohexan: EtOAc 4:1).

a-Anomer, 15: Ausb.: 5.24 g (11.9 mmol, 55.1% [45% - 60%]); hell gelber amorpher
Feststoff; [ar];, = 172.1 (C = 1.0, CHCl3); Ry = 0.15 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1); Ry =
0.53 (Cyclohexan: EtOAc = 1:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-"H-COSY, CDCl;): d [ppm] = 7.42 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.90 (d, °J = 8.8 Hz, 2H, Hay Pmb); 5.54 (s, 1H, CH, Acetal); 5.45 (d, *J,, =
5.28 Hz, 1H, H1); 4.22 (m., 1H, He,); 4.25 (su, 1H, H4) 4.10 (t, *J1, = 5.28 Hz 1H, H2);
4.10 (m,, 1H, Hgp); 4.08 (sp, 1H, H5); 3.96-3.89 (m, 1H, H3); 3.81 (s, 3H, OCH;3-Pmb);
3.67 (s, 3H, COOCH3); 2.64 (m., 2H, SCH,CH,); 2.55 (s, 1H, 3-OH), 2.43 (t,°J = 7.2
Hz, 2H, CH,COOCH3); 2.00-1.92 (m, 2H, SCH,CH>).
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BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3): 6 [ppm] = 173.4 (C=0); 160.5 (Cpars-Pmb);
129.8 (Cipso-Pmb) 127.7 (Cprera-Pmb); 113.8 (Comno-Pmb); 101.4 (CH-Pmb); 84.3 (C1);
75.2 (C4); 69.6 (C3); 69.3 (C6); 63.3 (C5); 61.3 (C2); 55.4 (OCH;-Pmb); 51.8
(COOCH3); 32.9 (CH,COOCH3); 30.3 (SCH,CH,); 24.8 (SCH,CH,).

FD-MS, positiv [m/z] = 439.6 (100 %, [M]*, ber.: 439.2).

FT-IR (KBr) 0oy [em™]: 2100 (N3).

Ci9H25N307S (439.48)

f-Anomer, 16: Ausb.: 2.58 g (5.9 mmol, 27.3% [18% - 30%]); hell gelber amorpher
Feststoff; [a])) =-23.6 (c = 1.0, CHCL3); Ry = 0.05 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1); Ry =
0.20 (Cyclohexan: EtOAc = 1:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCl3): 6 [ppm]: 7.35 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hamy
Pmb); 6.91 (d, °J = 8.8 Hz, 2H, Ha,y Pmb); 5.50 (s, 1H, CH, Acetal); 4.31 (dd, °J = 12.5
Hz, J = 1.4 Hz, 1H, He,); 4.28 (d, °J;2 = 9.8 Hz, 1H, H1); 4.21-4.19 (m, 1H, H4); 4.00
(dd, *J = 12.7 Hz, °J = 1.8 Hz, 1H, Hg); 3.81 (s, 3H, OCH;-Pmb); 3.67 (s, 3H,
COOCH;); 3.66-3.61 (m, 2H, H2, H3); 3.47-3.45 (m, 1H, H5); 2.82 (m,, 3H, SCH,CH,,
3-OH); 2.50 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, CH,COOCH3); 2.08-1.95 (m, 2H, SCH,CH,).
BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), d [ppm]: 173.6 (C=0); 160.5 (Cparu-Pmb);
130.0 (Cipso-Pmb) 127.8 (Cpera-Pmb); 113.8 (Corno-Pmb); 101.5 (CH-Pmb); 83.7 (C1);
747 (C4); 73.4 (C3); 70.0 (C5); 69.3 (C6); 63.5 (C2); 554 (OCH3-Pmb); 51.8
(COOCH3); 32.7 (CH,COOCH3); 29.3 (SCH,CHy); 25.2 (SCH,CHS,).

FD-MS, positiv m/z = 439.6 (100 %, [M]", ber.: 439.2).

FT-IR 0oy [cm™']: 2113 (N3).

C19H,5N307S (439.48)
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S-(2-Azido-2-desoxy-3-0O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-0O-p-methoxybenzyliden-a-D-

galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersiauremethylester (17)

5.06 g (11.5 mmol) des Acetals 15 werden in 100 oo ::: % ¢

mL absol. N,N-Dimethylformamid gel6st und auf .
N,
0 °C abgekiihlt. Zu dieser Losung werden S\/\)]\OCHS
tropfenweise nacheinander 9.36 mL (9.08 g, 115.0 mmol) Pyridin und 3.96 mL (4.56 g,
17.2 mmol) Trifluormethansulfonsédure-zert-butyldimethylsilylester zugegeben. Nach 20
min Riihren beobachtet man einen vollstdndigen Umsatz
(diinnschichtchromatographische Kontrolle (R = 0.73, Cyclohexan: EtOAc 1:1). Die
Reaktionslosung wird unter starkem Riihren in 60 mL eisgekiihlter ges. NaHCOs-
Losung gegossen, bevor man 100 mL Wasser und 100 mL Dichlormethan zugibt. Die
organische Phase wird abgetrennt und mit 80 mL ges. NaHCOs-Losung und 80 mL

Wasser gewaschen. AnschlieBend wird die organische Phase iiber MgSO, getrocknet.

Das Losungsmittel wird vollstindig i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Produktes

erfolgt mittels Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel (Dichlormethan: EtOAc
20:1).

Ausb.: 6.22 g (11.2 mmol, 97.4% [75% - 99%]); farbloser amorpher Feststoff; [a']i)o
1445 (¢ = 1.0, CHCl3); Ry = 0.68 (Dichlormethan: EtOAc = 20:1); R = 0.73
(Cyclohexan: EtOAc = 1:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCl3), 6 [ppm]: 7.44 (d, °J = 9.0 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.89 (d, °J = 9.0 Hz, 2H, Ham Pmb); 5.51 (s, 1H, CH, Acetal); 5.46 (d, *J;, =
5.09 Hz, 1H, H1); 4.26-4.20 (m, 2H, H2, Hg,); 4.08 (m., 1H, H4); 4.07 (dd, %J = 12.5
Hz, °J = 1.6 Hz, 1H, Hg); 4.00 (sp, 1H, H5); 3.94 (dd, *Jo5 = 10.2 Hz, *J54 = 3.5 Hz,
1H, H3); 3.80 (s, 3H, OCH;-Pmb); 3.67 (s, 3H, COOCH3); 2.64 (m., 2H, SCH,CH,);
2.43 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.96 (m., 2H, SCH,CH,); 0.92 (s, 9H, CH;"“""
B TBS); 0.17 (s, 3H, CH3, TBS); 0.13 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), d [ppm]: 173.4 (C=0); 160.1 (Cparu-Pmb);
130.0 (Cipso-Pmb) 127.4 (Cpea-Pmb); 113.6 (Corno-Pmb); 100.8 (CH-Pmb); 84.6 (C1);
76.4 (C4); 70.9 (C3); 69.4 (C6); 63.6 (C5); 61.1 (C2); 55.4 (OCH3-Pmb); 51.8
(COOCH3); 32.9 (CH,COOCH3); 30.3 (SCH.CHy); 25.8 (CH3“"®", TBS); 24.9
(SCH,CHy); 18.2 (C"""®", TBS); -4.4 (CH3, TBS); -4.6 (CH3, TBS).
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FD-MS, positiv m/z = 553.2 (5 %, [M]", ber.: 553.2); 497.0 (100 %, [M-tert-Bu+H]",
ber.: 497.0); 420.9 (6 %, [M-SCH,CH,CH,COOCH;+H]", ber.: 420.2).

FT-IR (KBr) sy [em™']: 2100 (N3).

C,5H30N30,SSi (553.74)

S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-O-p-methoxybenzyliden-4-D-

galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersiuremethylester (18)

CH30—< :)—?
2.40 g (5.46 mmol) des Acetals 16 werden in o 7

(0]
Q
60 mL absol. N,N-Dimethylformamid gelost TBSO&/S\/\)]\

3

und auf 0 °C abgekiihlt. Zu dieser Losung werden tropfenweise nacheinander 4.60 mL

(446 g, 564 mmol) Pyridin und 195 mL (224 g 846 mmol)

OCH,

Trifluormethansulfonsdure-ters-butyldimethylsilylester zugegeben. Nach 15 min Riihren
beobachtet man einen vollstindigen Umsatz (diinnschichtchromatographische Kontrolle
(Ry=0.73, Cyclohexan: EtOAc 1:1). Die Reaktionslosung wird unter starkem Riihren in
60 mL stark eisgekiihlter ges. NaHCOs-Losung gegossen, und es werden 100 mL
Wasser und 80 mL Dichlormethan zugegeben. Die organische Phase wird abgetrennt
und mit 80 mL ges. NaHCO;3-Losung und 80 mL Wasser gewaschen. Anschliefend
wird liber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird vollstandig i. Vak. entfernt. Die
Reinigung des Produktes erfolgt mittels Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel

(Dichlormethan: EtOAc = 20:1).
Ausb.: 2.60 g (4.70 mmol, 86.1% [75% - 99%]); farbloser amorpher Feststoff;
[} =-18.2 (c = 1.0, CHCl3); Ry= 0.73 (Dichlormethan: EtOAc = 20:1).

"H-NMR (400 MHz, ('H-'"H-COSY, CDCls), d [ppm]: 7.42 (d, *J = 9.0 Hz, 2H, Hany
Pmb); 6.89 (d, °J = 9.0 Hz, 2H, Ha,y Pmb); 5.46 (s, 1H, CH, Acetal); 4.29 (dd, °J = 12.5
Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, He,); 4.24 (d, °J;2 = 9.8 Hz, 1H, H1); 4.02-4.00 (m, 1H, H4); 3.97
(dd, *J = 12.5 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, Hg); 3.80 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.74 (t, *J12 = 9.6
Hz, 1H, H2); 3.65 (s, 3H, COOCH5); 3.62 (dd, *Jo3 = 9.3 Hz, *J34 = 3.5 Hz, 1H, H3);
3.39-3.37 (m, 1H, H5); 2.85 (m., 1H, SCH2,CH,); 2.71 (m,, 1H, SCH,,CH,); 2.47 (t,°J
= 7.0 Hz, 2H, CH,COOCHj3); 2.07-1.91 (m, 2H, SCH,CH,); 0.92 (s, 9H, CH;“"®",
TBS); 0.16 (s, 3H, CH;3, TBS); 0.12 (s, 3H, CH3, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, DEPT; CDCl3), 6 [ppm]: 173.6 (C=0); 160.4 (Cpara-
Pmb); 130.5 (Cjpso-Pmb) 127.5 (Ciera-Pmb); 113.6 (Corno-Pmb); 101.0 (CH-Pmb); 83.8
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(C1); 76.0 (C4); 74.6 (C3); 70.1 (C5); 69.4 (C6); 63.2 (C2); 55.4 (OCH3-Pmb); 51.7
(COOCH3); 32.8 (CH,COOCHs3); 29.0 (SCH,CH,); 25.8 (CH3Im_Bu, TBS); (25.3
(SCH,CH,), 18.2 (Ctm_Bu, TBS); -4.5 (CH3, TBS); -4.6 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 554.2 (65 %, [M+H]", ber.: 554.3); 497.2 (100 %, [M-tert-
Bu+H]", ber.: 497.0).

FT-IR 0oy [em™']: 2112 (N3).
Cy5H30N307SS1 (553.74)

S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-

galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersiauremethylester (19)

OH
PmbO

249 g (450 mmol) S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert- TBSO% .
butyldimethylsilyl-4,6-O-p-methoxybenzyliden-a-D- " S\/\)J\OCHQ
galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersdure-methylester (17) werden in 120 mL absol.
Acetonitril gelost und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefend werden nacheinander 5.66 g (90
mmol) Natriumcyanoborhydrid und 1.15 mL (0.978 g, 9 mmol) Trimethylsilylchlorid
(TMS-CI) im Argongegenstrom zugegeben. Nach 30 min Riihren wird die Kiihlung
entfernt und das Reaktionsgemisch bei Raumtemp. geriihrt. Zur Vervollstandigung der
Reaktion werden nach 12 h fiinf Aquivalente von Natriumcyanoborhydrid und sechs
Aquivalente von TMS-CI innerhalb von einer Stunde zugegeben. Nach 48 h beobachtet
man einen vollstindigen Umsatz (diinnsichtschromatographische Kontrolle (Ry; = 0.90,
Rp = 0.45, CH,Cly: EtOAc = 6:1)). Die Reaktionslosung wird auf eine gekiihlte, stark
gerithrte Mischung aus gesittigter Kaliumcarbonat- und gesittigter NaHCO3-Losung
(75 mL + 75 mL) gegossen. Es werden 100 mL Dichlormethan zugegeben und die
organische Phase wird getrennt. Die wissrige Phase wird dreimal mit jeweils 100 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit je 200 mL
ges. NaHCOs3-Losung, 200 mL 1 N HCI und 200 mL Wasser gewaschen. Nach dem
Trocknen der organischen Phase iiber MgSO, und Entfernen des Losungsmittels i. Vak.
erhilt man ein schwach gelbes Ol, das mittels Flash-Siulenchromatographie an

Kieselgel gereinigt wird (Ry; = 0.45, Rp = 0.12, Cyclohexan: EtOAc = 4:1).

Ausb.: 1.60 g, (2.9 mmol, 64.4% [20% - 65%)); farbloses Ol; [} = 117.0 (c = 1.0,
CHCI); Re=0.12 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1); Ry=0.40 (CH>Cl,: EtOAc = 6:1).
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1H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCls), 6 [ppm]: 7.28 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.88 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary Pmb); 5.46 (d, *J,2 = 5.5 Hz, 1H, H1); 4.95 (d, °J
= 11.0 Hz, 1H, Hajyia Pmb); 4.50 (d, >J = 11.0 Hz, 1H, Haya Pmb); 4.23 (dd, *Jo3 =
10.2 Hz, *J;» = 3.5 Hz, 1H, H2); 4.10 (t, *Js¢ = 5.5 Hz, 1H, H5); 3.88 (dd, *J»5 = 10.2
Hz, *J34 = 2.7 Hz, 1H, H3); 3.80 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.76 (dd, *J = 11.7 Hz, °J = 6.6
Hz, 1H, He,); 3.72-3.70 (m, 1H, H4); 3.65 (s, 3H, COOCH3); 3.52 (dd, J = 11.7 Hz, *J
= 5.1 Hz, 1H, Hgy); 2.65 (m., 1H, SCH,,CH>); 2.54 (m,, 1H, SCH,,CH,); 2.43 (t, °J =
7.0 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.93 (m., 2H, SCH,CH>); 0.98 (s, 9H, CH;“""®", TBS); 0.22
(s, 3H, CH;, TBS); 0.20 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCly), § [ppm]: 173.7 (C=0, Ester); 159.6 (Cpara-
Pmb); 130.4 (Cipso-Pmb);, 129.9 (Cprera-Pmb); 114.1 (Corno-Pmb); 83.7 (C1); 77.4 (C4);
75.0 (CH,-Pmb); 72.8 (C3); 71.8 (C5); 62.6 (CH,-Ph, Pmb); 62.3 (C2); 55.4 (OCH3-
Pmb); 51.9 (COOCHs3); 32.9 (CH,COOCH3); 29.7 (SCH.CH,); 26.1 (CH5“"", TBS);
24.8 (SCH,CHy); 18.2 (C*"™®", TBS); -4.1 (CH3, TBS); -4.8 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 557.0 (100%, [M+H]", ber.: 556.2).

FT-IR (KBr) 0may [em™']: 2110 (N3).

CasH4N30,SSi (555.76)

Als Nebenprodukt wird isoliert:

S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-O-p-methoxybenzyl-a-D-

galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersiuremethylester (20) wo e

TBSO o

Ausb.: 0.38 g, (0.68 mmol, 15.1% [10% - 20%]); farbloses Ol; ] = 118.0 (c = 1.0,
CHCl3); Ry= 0.45 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1); Ry=0.96 (CH,Cl,: EtOAc = 6:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCl3), d [ppm]: 7.24 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.86 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, Hary Pmb); 5.42 (d, °J1, = 5.5 Hz, 1H, H1); 4.5 (d,°J =
7.0 Hz, 2H, Hajyo Pmb), 4.28 (t, *Js6 = 5.5 Hz, 1H, H5); 4.04 (dd, *J,3=9.8 Hz, *J,, =
5.5 Hz, 1H, H2); 3.82 (m,, 1H, H4); 3.80 (m., 1H, H3); 3.79 (s, 3H, OCH;-Pmb); 3.74-
3.66 (m, 2H, 6H); 3.65 (s, 3H, COOCH3); 2.66 (m., 1H, SCH,,CH>); 2.57 (m., 1H,
SCH»CH,); 2.40 (dt, °J = 7.5 Hz, *J = 2.7 Hz, 2H, CH,COOCH3;); 2.60 (m., 2H,
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SCH,CH,). 1.93 (m., 2H, SCH,CH>); 0.92 (s, 9H, CH;*"®", TBS); 0.18 (s, 3H, CH3,
TBS); 0.13 (s, 3H, CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 556.0 (100%, [M+H]", ber.: 556.2).
FT-IR (KBr) 0max [cm™]: 2110 (N3).
CpsH41N30,SSi (555.76)

S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-f-D-

galactodialdopyranosyl)-4-mercaptobuttersiauremethylester (21)

o]

PmbO /
Ein 250 mL- Zweihalskolben mit Magnetriihrer, Septum %
Ns

TBSO o

und Hahnaufsatz wird auf ca. 10 mbar evakuiert und mit s \/\)J\OCHS
einer Heissluftpistole ausgeheizt. Nach Abkiihlen fiillt

man mit Argon, evakuiert und begast ein zweites Mal. Unter Schutzgas werden
anschlieend mit einer Injektionspritze 0.22 mL (0.32 g, 2.53 mmol) Oxalylchlorid zu
50 mL absol. Dichlormethan gegeben. Man kiihlt auf -78 °C ab und gibt nach einigen
Minuten unter Rithren 0.40 g (0.36 mL, 5.06 mmol) Dimethylsulfoxid zu. Nach fiinf
min werden innerhalb von 10 min tropfenweise 1.28 g (2.3 mmol) des Monosaccharids
19 in 50 mL absol. Dichlormethan zugesetzt. Nach weiteren 15 min versetzt man die
Reaktionslosung mit 1.48 mL (1.16 g, 11.5 mmol) Triethylamin, riihrt fiinf min und
ldsst langsam auf Raumtemp. erwédrmen. Nach ca. 15 min ist der Umsatz vollstindig (Ry
= 0.82, Cyclohexan: EtOAc = 1:1). Zur Reaktionslosung werden 100 mL Wasser
zugegeben. Die Phasen werden getrennt. Die wissrige Phase wird mit 50 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden nacheinander mit
jeweils 120 mL ges. NaCl-Losung., 120 mL 1 N HCI-Losung, 120 mL Wasser und
anschlieend mit 120 mL ges. NaHCOs3-Losung. gewaschen. Di organische Phase wird
tiber MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des Trockenmittels wird die organische Phase
i. Vak. eingeengt und das Rohprodukt mittels Flash-Sdulenchromatographie an
Kieselgel gereinigt (Ry= 0.45, Cyclohexan: EtOAc = 6:1).

Ausb.: 1.13 g, (2.0 mmol, 87.0%); farbloses (0)R Ry=0.14 (Cyclohexan: EtOAc = 6:1).
"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCl3), é [ppm]: 9.56 (s, 1H, CHO), 7.20 (d, *J =
8.6 Hz, 2H, Haryi Pmb); 6.85 (d, 3] = 8.6 Hz, 2H, Harni Pmb); 5.48 (d, 3J12=4.4Hz, 1H,
H1); 4.95 (d, °J = 10.6 Hz, 1H, Haiky-a Pmb); 4.43 (d, J =10.6 Hz, 1H, Haiky-a Pmb);
423 (dd, *Jo3 = 10.2 Hz, *J,, = 3.5 Hz, 1H, H2); 4.40 (m., 1H, H4); 4.11 (m., 1H, H5);
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3.91 (dd, *J,3 = 8.9 Hz, *J54 = 2.3 Hz, 1H, H3); 3.80 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.76 (dd, *J =
11.7 Hz, °J = 6.6 Hz, 1H, Hg,); 3.65 (s, 3H, COOCH3); 2.72 (m,, 1H, SCH,,CH,); 2.65
(me, 1H, SCH,CH,); 2.44 (t, *J = 7.0 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.97 (m,, 2H, SCH,CH,);
0.94 (s, 9H, CH;“"®", TBS); 0.19 (s, 3H, CH3, TBS); 0.17 (s, 3H, CH;, TBS).
BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCls), § [ppm]: 199.7 ( C=0, CHO); 173.4 (C=0,
Ester); 159.6 (Cpara-Pmb); 129.7 (Cipso-Pmb, Cpperi-Pmb); 113.9 (Corino-Pmb); 82.9 (C1);
77.2 (C2); 76.5 (C4); 74.8 (CH,-Pmb); 71.6 (C3); 62.4 (C5); 55.4 (OCH3-Pmb); 51.8
(COOCH3); 32.8 (CH,COOCH3); 30.4 (SCH,CH); 25.9 (CH3;“"®", TBS); 24.8
(SCH,CH)); 18.2 (C"""®", TBS); -4.2 (CH3, TBS); -5.0 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 554.0 (100 %, [M+H]*, ber.: 554.2); 496.8 (74 %, [M-tert-
Bu+H]", ber.: 497.2).

FT-IR (KBr) 0oy [em™']: 2100 (N3).
Cy5H30N307SS1 (553.74)

S-(2-Azido-2-desoxy-6-N-benzylamin-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-

methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl)-4-

mercaptobuttersiauremethylester (22) JQ
HN

PmbO
Q
268 mg (0.48 mmol) des Monosaccharids 21 und 51 L (50 TBSO& o
" \/\)I\
mg, 0.48 mmol) Benzylamin werden in 10 mL absol. s OCH,

Acetonitril bei Raumtemp. zusammengegeben. Zum Gemisch werden 305 mg (1.44
mmol) Natriumtriacetoxyborhydrid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird weiter bei
Raumtemp.  geriihrtt Nach 15 min ist der Umsatz  vollstindig
(diinnschichtchromatographische Kontrolle (Ry= 0.14, Cyclohexan: EtOAc = 1:1)). Die
Reaktionslosung wird auf 30 mL ges. NaHCO; Losung gegossen. Die wissrige Phase
wird dreimal mit jeweils 30 mL Essigsdureethylester extrahiert. Nach dem Trocknen
tiber MgSO, wird das Losungsmittel im Vak. entfernt und das Rohprodukt mittels
Flash-Sédulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Ry = 0.45, Cyclohexan: EtOAc =
4:1).

Ausb.: 256 mg, (0.4 mmol, 82.6%); gelbes Ol; [a];, = 112.0 (c = 1.0, CHCl3); Ry= 0.12

(Cyclohexan: EtOAc = 4:1). Der Ry —Wert fiir das Produkt hat sich nach der
Aufarbeitung geédndert (Ry=0.48, Cyclohexan: EtOAc = 1:1).
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'"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCL), § [ppm]: 7.34-7.21 (m, 7H, Ph, Pmb);
6.85(d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary Pmb); 5.41 (d, *J,2 = 5.4 Hz, 1H, H1); 492 (d, *J = 11
Hz, 1H, Hay1a Pmb); 4.46 (d, °J = 11.0 Hz, 1H, Hapya Pmb); 4.23 (dd, *J23 = 10.2 Hz,
3J12=5.4Hz, 1H, H2); 4.17 (dd, *Js¢ = 7.8 Hz, *J45 = 5.1 Hz, 1H, H5); 3.87(dd, *J,3 =
10.2 Hz, *J15 = 2.6 Hz, 1H, H3); 3.79 (s, 3H, OCH3-Pmb); 3.72 (s, 2H, CH-Ph); 3.63
(s, 4H, COOCH3, H4); 2.89 (dd, *J = 12.3 Hz, °J = 7.9 Hz, 1H, Hg,); 2.60 (m,, 3H,
SCH,CH,, Hep); 2.41 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.91 (m., 2H, SCH,CH>); 0.98
(s, 9H, CH;"“""®" TBS); 0.22 (s, 3H, CH;, TBS); 0.19 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), § [ppm]: 173.3 (C=O0, Ester); 159.3 (Cpura-
Pmb); 140.1 (Cipso-Ph); 130.6, 129.8, 128.9, 128.5, 128.2, 127.1 (4xC-Pmb, 5xC-Ph);
113.9 (Corno-Pmb); 83.8 (C1); 77.8 (C4); 75.0 (CH,-Pmb); 73.0 (C3); 70.8 (C5); 62.4
(C2); 55.4 (OCHs-Pmb); 53.9 (CH»-Ph); 51.7 (COOCH:); 49.3 (C6); 32.9
(CH,COOCHj3); 29.7 (SCH,CH,); 26.1 (CH5"™®", TBS); 24.7 (SCH,CH),); 18.2 (C**™"
Bu TBS); -4.1 (CH3, TBS); -4.8 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 646.3 (100 %, [M+H]", ber.: 645.3).

FT-IR (KBr) 0pmay [cm™]: 2110 (N3).

C3,H,sN,406SSi (644.90)

S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-6-N-p-

methoxybenzylamin-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl)- OCH,

4-mercaptobuttersiuremethylester (23) ﬂ
N

H
PmbO
211 mg (0.38 mmol) des Aldehyds 21 und 55 uL 0 (52 %
TBSO N o

mg, 0.38 mmol) p-Methoxybenzylamin werden in 10 mL

. . S\/\)]\OCHa
absol. Acetonitril bei Raumtemperatur
zusammengegeben. Zum  Gemisch  werden 242 mg (1.14  mmol)

Natriumtriacetoxyborhydrid hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wird bei Raumtemp.
geriihrt. Nach 10 min ist der Umsatz vollstidndig (R = 0.06, Cyclohexan: EtOAc = 1:1).
Die Reaktionslosung wird auf 30 mL ges. Natriumbicarbonat-Losung. gegossen. Die
wissrige Phase wird dreimal mit jeweils 30 mL Essigsdureethylester extrahiert. Nach
dem Trocknen iiber MgSO, wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt
mittels Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel aufgereinigt (R = 0.20, Cyclohexan:
EtOAc = 4:1).
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Ausb.: 145 mg, (0.2 mmol, 52.6%); gelbes 0)R Ry=0.20 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1).

'H.NMR (300 MHz, CDCls), J [ppm]: 7.22 (d, 3] =84 Hz, 2H, Pmb o. Pmb-Amin);
7.18 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Pmb o. Pmb-Amin); 6.85 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Pmb o. Pmb-
Amin); 6.84 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Pmb o. Pmb-Amin); (5.40 (d, *J1, = 5.5 Hz, 1H, H1);
4.92 (d, *J = 11 Hz, 1H, Hapyi.o Pmb); 4.45 (d, °J = 11.0 Hz, 1H, Hagy1.. Pmb); 4.21 (dd,
)3 = 10.2 Hz, *J;» = 5.5 Hz, 1H, H2); 4.17 (m,, 1H, H5); 3.86 (dd, *J,3 = 10.2 Hz,
3J12 = 2.6 Hz, 1H, H3); 3.79 (s, 6H, OCH3-Pmb u. OCH3-Pmb-Amin); 3.66 (sp, 2H,
CH,-Pmb-Amin); 3.64 (s, 4H, COOCH;, H4); 2.87 (dd, *J = 12.3 Hz, °J = 7.6 Hz, 1H,
Hea); 2.58 (e, 3H, SCH,CH,, Hep); 2.41 (t, °J = 7.3 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.90 (m,,
2H, SCH,CH>); 0.98 (s, 9H, CH;""®, TBS); 0.21 (s, 3H, CH3, TBS); 0.18 (s, 3H, CH3,
TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), ¢ [ppm]: 173.5 (C=O, Ester); 159.4, 158.8
(Cpara-Pmb, Cpara-Pmb-Amin); 132.1, 130.7, 129.8, 129.4 (4xC-Pmb, 5xC-Pmb-Amin);
113.9 (Corno-Pmb); 83.7 (C1); 77.9 (C4); 75.1 (CH,-Pmb); 73.0 (C3); 70.8 (C5); 62.4
(C2); 55.4 (OCH3-Pmb); 53.3 (CH,-Pmb-Amin); 51.7 (COOCH3); 49.1 (C6); 32.9
(CH,COOCH3); 29.7 (SCH,CH,); 26.1 (CH5"®", TBS); 24.7 (SCH,CH,); 18.2 (C"*™
B TBS); -4.1 (CH3, TBS); -4.8 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 676.1 (100 %, [M+H]", ber.: 675.3).

FT-IR (KBr) 0oy [cm™]: 2110 (N3).

C33Hs5oN40,SSi (674.92)

Bis-6-[S-(2-Azido-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-6-N-

amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersauremethylester] (24)

Zur 10 mL methanolischen Loésung von 0.13 g (1.7 ™ o
mmol) Ammoniumacetat wird bei 0 °C 94 mg (0.17 | ™% N \/\)C"\
S
mmol) von 21 zugegeben. Man gibt 0.021 g (0.34 OCH: /2

mmol) Natriumcyanoborhydrid zu und erwdrmt die Reaktionslosung auf
Raumtemperatur. Man rithrt 16 h und setzt nacheinander 10 mL Essigsidureethylester
und 20 mL gesittigte NaHCO3-Losung hinzu. Die wissrige Phase wird abgetrennt und
zweimal mit jeweils 10 mL Essigsidureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen werden mit 30 mL ges. NaCl-Losung. gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und
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das Losungsmittel vollstindig im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird mittels

Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt.

Ausb.: 36 mg, (0.06 mmol, 35%); gelbes Ol; [a], =155.8 (c = 1.0, CHCl3); R;= 0.13
(Cyclohexan: EtOAc = 1:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-"H-COSY, CDCl3), d [ppm]: 7.26 (d, *J = 8.6 Hz, 4H, Hay
2xPmb); 6.87 (d, °J = 8.6 Hz, 4H, Hayi 2xPmb); 5.36 (d, *J,» = 5.4 Hz, 2H, 2xH1); 4.93
(d, >J = 10.8 Hz, 2H, Hapya 2xPmb); 4.44 (d, >J = 10.8 Hz, 2H, Hapy1.a 2XPmb); 4.20
(dd, *Jo3 = 10.2 Hz, *J1, = 5.4 Hz, 2H, 2xH2); 4.10 (s, 2H, 2xH5); 3.85 (dd, /o3 =
10.2 Hz, *J34 = 2.6 Hz, 2H, 2xH3); 3.79 (s, 6H, 2xOCH;-Pmb); 3.64 (s, 6H,
2xCOOCH3); 3.56 (m., 1H, H4); 2.92 (m., 2H, 2xHg,); 2.57 (m., 2H, 2xSCH,,CH,);
2.49 (m., 2H, 2xSCH,;CH>); 2.39 (m., 6H, 2xHg,, 2xCH,COOCHs3); 1.86 (m., 4H,
2xSCH,CH,); 0.98 (s, 9H, CH;“""®", TBS); 0.22 (s, 3H, CH;, TBS); 0.29 (s, 3H, CH;,
TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), § [ppm]: 173.5 (C=O0, Ester); 159.5 (Cpara-
Pmb); 130.6 (Cipso-Pmb);129.8 (Ceta-Pmb); 113.9 (Corno-Pmb); 83.7 (C1); 78.1 (sp,
C4); 75.2 (CH,-Ph, Pmb); 73.0 (sp, C3); 70.1 (sp,C4); 62.3 (C2); 55.4 (OCH3-Pmb);
51.8 (COOCH3); 49.5 (sb, C6); 32.9 (CH,COOCH3); 29.5 (SCH,CH,); 26.1 (CH5™""™®,
TBS); 24.6 (SCH,CH,); 18.2 (C"""®", TBS); -4.1 (CH3, TBS); -4.8 (CHs, TBS).
ESI-MS (Geriit 1), positiv m/z = 1114.6 (100 %, [M+Na]*, ber.: 1114.48).
Cs5oHg1N7012S,S15 (1092.52)

6.4 Synthesen zum Kapitel 3.2.2

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-O-p-

methoxybenzyliden-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersduremethylester (27)

Zu einer gelben Losung von 3.18 g (16.8 mmol) o i:: OK 0
wasserfreiem Zinn(II)-chlorid, 6.86 mL (7.40 g, %
TBSO o
67.2 1) Thiophenol und 6.52 mL (5.10 g, 50.4 AlocHN
mmol) Thiophenol un mL ( g S\/\)J\ocm
mmol) Triethylamin in 100 mL absol. Acetonitril wird eine Losung von 6.22 g (11.2
mmol) 17 in 100 mL absol. Acetonitril (mit Hilfe einer Injektionsspritze) bei

Raumtemperatur zugegeben. Bei der Zugabe erwirmt sich das Reaktionsgemisch leicht.

Nach vollstindigem Reaktionsumsatz (R = 0.25, Cyclohexan: EtOAc 1:1) wird die
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orangefarbene Reaktionslosung mit 150 mL 1 N wissriger NaOH Losung. versetzt.
Zum Gemisch werden 150-200 mL Dichlormethan zugegeben und es wird so lange
geriihrt bis die Losung farblos wird. Die Phasen werden getrennt und die wissrige
Phase wird dreimal mit jeweils 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber MgSQO, getrocknet und das Losungsmittel wird i. Vak.
entfernt. Der Riickstand wird dreimal mit Toluol kodestilliert. Das Rohprodukt wird i.
Vak. getrocknet und ohne weitere Reinigung umgesetzt.

Das Rohprodukt wird in 100 mL absol. Dichlormethan geldst und die Losung wird auf
0 °C gekiihlt. Zur Losung werden 9.13 mL (8.86 g, 112 mmol) Pyridin zugegeben und
anschlieBend werden 2.38 mL (2.70 g, 22.4 mmol) Chlorameisensédureallylester
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird langsam erwidrmt und 16 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Die Reaktionslosung wird mit 100 mL Dichlormethan verdiinnt und dreimal
mit je 150 mL. ges. NaHCO; -Losung. extrahiert. Die organische Phase wird iiber
MgSO;, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wird mittels
Flasch-Sédulenchromatographie gereinigt (Ry=0.15, Cyclohexan: EtOAc 4:1).

Ausb.: 5.05 g (8.2 mmol, 73.2% [70% - 90%]; iiber zwei Stufen); farbloses Ol; ] =
123.5 (¢ = 1.0, CHCL3); Ry= 0.15 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1); Ry= 0.57 (Cyclohexan:
EtOAc = 1:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCl3), 6 [ppm]: 7.45 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.87 (d, °J = 9.0 Hz, 2H, Hay Pmb); 5.90 (m,., 1H, CH=CH-, Aloc); 5.56 (d,
3J12 = 470 Hz, 1H, H1); 5.50 (s, 1H, CH, Acetal); 5.30 (d, °J = 16.2, 1H, CH,=CH-,
Aloc, (trans)); 5.19 (d, 3 = 10.6, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.73 (d, 3] = 8.2, 1H, NH-
C2); 4.61-4.48 (m, 3H, H2, -CH,-, Aloc); 4.23 (dd, *J = 12.5 Hz, °J = 1.6 Hz, 1H, He,);
4.11-4.06 (m, 2H, H4, He); 4.01 (s, 1H, H5); 3.80 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.78 (m., 1H,
H3); 3.67 (s, 3H, COOCH3); 2.67 (m, 2H, SCH,CH,); 2.42 (dt, °J = 7.0 Hz, ’J = 2.3
Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.95 (m., 2H, SCH,CH,); 0.85 (s, 9H, CH;“"™®", TBS); 0.05 (s,
6H, 2xCH3, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), ¢ [ppm]: 173.4 (C=0, Ester); 160.5 (Cpar-
Pmb); 155.8 (C=0, Aloc); 132.9 (-CH=CH,, Aloc); 130.4 (Cipso-Pmb); 127.7 (Cppeta-
Pmb); 117.8 (-CH=CH,, Aloc); 113.7 (Corno-Pmb); 100.9 (CH-Pmb); 86.8 (C1); 76.3
(C4); 70.1 (C3); 69.6 (C6); 65.8 (CHy, Aloc); 63.8 (C5); 55.6 (OCH3-Pmb); 51.8
(COOCH3); 51.6 (C2); 32.9 (CH;COOCH3); 31.2 (SCH,CHy); 25.7 (CH5“"™®", TBS);
25.1 (SCH2CHy); 18.2 (C"™®", TBS); -4.1 (CH3, TBS); -4.5 (CH3, TBS).
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FD-MS, positiv m/z = 612.2 (100 %, [M+H]", ber.: 612.3); 555.1 (62 %, [M-tert-
Bu+H]", ber.: 555.7).

Ca9HssNOoSS1 (611.82)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-O-p-
methoxybenzyliden-#-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiuremethylester (28)

Die Reaktion wird analog der fiir das a-Anomer Hﬁo‘@ﬁo

[¢]
durchgefiihrt. Man setzt 2.60 g (4.70 mmol) des &/ \/\j\
S
Monosaccharids 18, 1.34 g (7.05 mmol) ety oFs

wasserfreies Zinn(Il)-chlorid, 2.88 mL (3.11 g, 28.2 mmol) Thiophenol und 2.74 mL
(2.14 g, 21.2 mmol) Triethylamin in der ersten Stufe um. Fiir die Aloc-Einfiihrung
benutzt man 3.84 mL (3.72 g, 9.4 mmol) Pyridin und 1.0 mL (1.13 g, 9.4 mmol)

Chlorameisensédureallylester.

Ausb.: 2.48 g (4.1 mmol, 87.2% [75% - 90%]); farbloses Ol; [a]5 = 1.1 (c = 1.0,
CHCI); Ry=0.07 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1); Ry=0.54 (Cyclohexan: EtOAc = 1:1).
"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCly), d [ppm]: 7.41 (d, *J = 9.0 Hz, 2H, Hay
Pmb); 6.87 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary Pmb); 5.89 (m,, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.45 (s, 1H,
CH, Acetal); 5.30 (dd, *J = 17.2, °J = 1.2 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.19 (dd, *J
= 10.6, >J = 1.2 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.94 (m,, 2H, H1, NH-C2); 4.52 (d, *J
= 5.1 Hz, 2H, -CH,-, Aloc); 4.29 (dd, °J = 12.5 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, Hg,); 4.21 (m,, 1H,
H3); 4.05 (d, *J34 = 3.5 Hz, 1H, H4); 3.97 (dd, °J = 12.5 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, Hg); 3.80
(s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.64 (s, 3H, COOCH3); 3.60 (m, 1H, H2); 3.45 (s, 1H, H5); 2.83
(m, 1H, SCH,,CH>); 2.66 (m., 1H, SCH»,CH,); 2.43 (dt, °J = 7.0 Hz, *J = 2.0 Hz, 2H,
CH,COOCH3;); 1.95 (m., 2H, SCH,CH.); 0.86 (s, 9H, CH;“"™®", TBS); 0.06 (s, 3H,
CH;, TBS); 0.04 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl3), 6 [ppm]: 173.8 (C=0, Ester); 160.0 (Cpar-
Pmb); 155.5 (C=0, Aloc); 132.8 (-CH=CH,, Aloc); 130.7 (Cipso-Pmb); 127.6 (Cpmera-
Pmb); 117.9 (-CH=CH,, Aloc); 113.6 (Corno-Pmb); 100.9 (CH-Pmb); 82.9 (C1); 76.6
(C4); 71.3 (C3); 70.1 (C5); 69.5 (C6); 65.7 (CH,, Aloc); 55.4 (OCH3-Pmb); 53.8 (C2);
51.7 (COOCHs); 32.8 (CH,COOCHs3); 28.8 (SCH,CHy); 25.7 (CH3“"®", TBS); 25.1
(SCH,CH,); 18.2 (C"*"B" TBS); -4.5 (CH3, TBS); -4.6 (CH3, TBS).
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FD-MS, positiv m/z = 612.2 (100 %, [M+H]", ber.: 612.3); 555.1 (62 %, [M-tert-
Bu+H]", ber.: 555.7).

Ca9HssNOoSS1 (611.82)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-

methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiuremethylester (29)

PmbO
. ° . . Q
Zu bei ca. 140 °C im Vakuum frisch getrocknetem TBSO& o
AlocHN s\/\)l\

Molekularsieb 4A (Kiigelchen) werden 1.03 g (1.68 mmol) ocH,
Acetal 27 in 65 mL absol. Dichlormethan zugegeben. Das Gemisch wird 1 h bei
Raumtemperatur vorgeriihrt. Anschlielend wird die Losung auf
-78 °C gekiihlt und tropfenweise mit 0.81 mL (0.586 g, 5.04 mmol) Triethylsilan und
0.74 mL (0.907 g, 5.71 mmol) Dichlorphenylboran langsam nacheinander versetzt.
Nach 5-10 min ist der Umsatz vollstindig (Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry = 0.45). Die
Reaktion wird durch Zugabe von 2 mL Triethylamin und 2 mL Methanol abgebrochen
und das Reaktionsgemisch wird fiinf min bei -78 °C geriihrt. AnschlieBend werden 30
mL Dichlormethan zugegeben. Das Molekiilarsieb wird abfiltriert und sorgféltig mit
Dichlormethan nachgewaschen. Die organische Phase wird dreimal mit jeweils 100 mL
ges. NaHCOs;-Losung. und einmal mit 100 mL 1 N HCI-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird 30 min mit 100 mL 1 N Zitronensdure-Losung. geriihrt. Nach
Trocknen tiber MgSO4 wird das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Es bleibt ein schwach

gelbes Ol zuriick, das flash-sidulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt wird

(Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry=0.45).

Ausb.: 840 mg, (1.36 mmol, 81% [30% - 90%]); farbloses OI; [a];, = 82.9 (c = 1.0,
CHCL); Ry=0.10 (Cyclohexan: EtOAc = 3:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCL3), d [ppm]: 7.30 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hany
Pmb); 6.88 (d, 3] =87 Hz, 2H, Hary Pmb); 5.91 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.38 (d,
3J12 =4.7 Hz, 1H, H1); 5.32 (d, °J = 16.7, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.22 (dd, *J =
10.6 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.96 (d, >J = 11.1 Hz, 1H, Hajcy
Pmb); (4.70 (d, *J = 9.6, 1H, NH-C2); 4.61-4.54 (m, 3H, H2, -CH,-, Aloc); 4.49 (d, *J =
11.1 Hz, 1H, Haugp Pmb); 4.11 (t, °J = 5.3, 1H, H5); 3.80 (s, 4H, Hg,, OCH;3-Pmb);
3.73 (m., 2H, H4,); 3.66 (s, 3H, COOCH3); 3.55 (dd, °J = 11.6 Hz, °J = 4.5 Hz, 1H,
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Hep); 2.66 (m,, 2H, SCH>CH;); 2.42 (m,, 2H, CH,COOCH3); 1.94 (m, 2H, SCH,CH>);
0.92 (s, 9H, CH;“""®", TBS); 0.15 (s, 3H, CH3, TBS); 0.12 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCls), ¢ [ppm]: 173.7 (C=0, Ester); 159.5 (Cpara-
Pmb); 155.7 (C=0, Aloc); 132.9 (-CH=CH,, Aloc); 130.5 (Cipso-Pmb); 127.8 (Cpeta-
Pmb); 118.0 (-CH=CH,, Aloc); 114.0 (Couno-Pmb); 86.3 (s, C1); 77.0 (C3); 74.5 (CHo-
Pmb); 72.5 (C5); 72.2 (C4); 65.7 (CH,, Aloc); 62.5 (C6); 55.4 (OCH3-Pmb); 52.1 (C2);
51.8 (COOCHs;); 32.9 (CH,COOCHs;); 31.1 (SCH,CH,); 25.8 (CH;“"®", TBS); 25.1
(SCH,CH,); 18.1 (C"*"®", TBS); -3.9 (CH3, TBS); -4.8 (CHs, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 613.5 (100 %, [M]", ber.: 613.3)
Co9H47NOoSSi (613.84)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-
methoxybenzyl-£-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiuremethylester (30)

PmbO o

Zu bei ca. 140 °C im Vakuum frisch getrocknetem Q S\/\j\

TBSO

Molekularsieb 4A (Pulver) werden 3.55 (5.8 mmol) AlocHN oo

Acetal 28 in 120 mL absol. Dichlormethan zugegeben. Das Gemisch wird 1 h bei
Raumtemperatur vorgeriihrt. AnschlieBend wird die Losung auf -78 °C gekiihlt und
tropfenweise mit 2.81 mL (2.02 g, 17.4 mmol) Triethylsilan und 2.20 mL (2.68 g, 16.9
mmol) Dichlorphenylboran langsam nacheinander versetzt. Nach 5-10 min ist der
Umsatz vollstindig (diinnschichtschromatographische Kontrolle (Cyclohexan: EtOAc,
1:1 Ry = 0.33)). Die Reaktion wird durch Zugabe von 4 mL Triethylamin und 4 mL
Methanol abgebrochen und das Reaktionsgemisch fiinf min bei -78 °C geriihrt. Zur
kalten Losung werden weitere 125 mL Dichlormethan zugegeben. Das Molekularsieb
wird abgetrennt. Es wird griindlich mit Dichlormethan nachgewaschen. Die organische
Phase wird dreimal mit jeweils 200 mL ges. NaHCOs-Losung. und einmal mit 200 mL
1 N HCI-Losung gewaschen. AnschlieBend wird die organische Phase 30 min mit 150
mL 1 N Zitronensidure-Losung. geriihrt. Nach dem Trocknen iiber MgSO4 wird das
Losungsmittel i.Vak. entfernt. Es bleibt ein schwach gelbes Ol zuriick, das flash-
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt wird (Dichlormethan: EtOAc, 6:1 Ry =

0.1).

Ausb.: 2.55 g, (4.2 mmol, 72.4%); farbloses Ol; [a];) =-3.2 (c = 1.0, CHCl3); Ry=0.10
(Cyclohexan: EtOAc = 3:1).
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"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCl3), 6 [ppm]: 7.26 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.86 (d, °J = 8.7 Hz, 2H, Hary Pmb); 5.90 (m,, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.30 (dd, *J
=17.2,%J = 1.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.19 (dd, *J = 10.4, ’J = 1.2 Hz, 1H,
CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.94 (m., 2H, H1, NH-C2); 4.80 (d, >J = 11.3 Hz, 1H, Hany1a
Pmb); 4.54 (m., 3H, H2, -CH>»-, Aloc); 4.48 (d, 27=11.1 Hz, 1H, Hayo Pmb); 4.00-
3.90 (m, 1H, H3); 3.79 (s, 4H, Hg,, OCH;3-Pmb); 3.76 (m., 1H, H2); 3.63 (s, 4H, H4,
COOCH;); 3.50 (m,, 1H, H5); 3.41 (m, 1H, Hgy); 2.73 (m., 1H, SCH2,CH,); 2.66 (m,,
1H, SCH2,CH,); 2.47 (m., 1H, SCH,CH>,); 2.38 (m., 1H, SCH,CH2,); 2.24 (sp, 1H, 6-
OH); 1.91 (m., 2H, SCH,CH>); 0.92 (s, 9H, CH;*"®", TBS); 0.15 (s, 3H, CH;, TBS);
0.09 (s, 3H, CH3, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3), d [ppm]: 174.2 (C=0, Ester); 159.4 (Cparp-Pmb); 155.6
(C=0, Aloc); 132.9 (-CH=CH,, Aloc); 130.7 (Cipso-Pmb); 129.8 (Cpera-Pmb); 117.9 (-
CH=CH,, Aloc); 113.9 (Corno-Pmb); 84.2 (sp, C1); 79.3 (C4); 77.4 (C3);76.4 (C5); 74.5
(CH,-Pmb); 65.7 (CH,, Aloc); 62.7 (C6); 554 (OCH3-Pmb); 54.4 (C2); 51.8
(COOCH3); 32.9 (CH,COOCH;); 29.9 (SCH,CHy); 25.9 (CH;“"®', TBS); 25.2
(SCH,CHy); 18.1 (C"""®", TBS); -3.8 (CH3, TBS); -5.0 (CH3, TBS).

ESI-MS (Geriit 1), positiv m/z = 639.1 (100 %, [M]", ber.: 636.3)
CooH47NOoSSi (613.84)

Benzazid (32)15 2 o

O)}\Na
Zum Gemisch von 2.30 mL (2.81 mL, 0.02 mol) Benzoesidurechlorid

und 2.67 mL (2.30 g, 0.02 mol) Trimethylsilylazid in absol. Dichlormethan wird bei O
°C unter Argonatmosphire eine katalytische Menge von wasserfreiem Zink(Il)iodid
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird iiber 3.5 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlieend wird die Reaktionslosung auf 100 mL Eiswasser gegossen und die
wissrige Phase wird zweimal mit jeweils 100 mL Dichlormethan extrahiert. Man
wischt die vereinigten organischen Phasen mit 5%igen Natriumthiosulfat-Lsg, trocknet
tiber MgSO, und rotiert das Losungsmittel im Vakuum vollstindig ab. Es bleibt ein
gelbes Ol zuriick. Zum Ol werden wenige mL Aceton zugesetzt und man kiihlt die

Mischung im fliissigen Stickstoff ab. Die ausgefallenen Kristalle werden ziigig

132 G. K. Surya-Prakash, P. S. Iyer, M. Arvanagh, G. A. Olah, J. Org. Chem. 1983, 48, 3358-3359.
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abfiltriert. Man wiederholt diesen Vorgang, bis keine weiteren Kristalle in Aceton mehr

ausfallen.

Ausb.: 2.64 g, (0.018 mmol, 90%); hell gelbe Kristalle; Schmp.: 25-27 °C;
Lit.""*: 25-27 °C.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3), 0 [ppm]: 8.03 (m., 2H, Phyyno); 7.62 (mc, 2H, Phyera);
7.46 (t,°J = 7.5 Hz, 1H, Phyy,).

FT-IR (KBr) 0max [cm™']: 2134 (N3); 1688 (C=0).

C7H5N;0 (147.13)

Nicotinoylazid (33)15 >

N N
Zu 60 mL konzentrierter HCI- Losung unter Kiihlung mit Eisbad werden (NJ)‘\
50 g (0.36 mmol) Nicotinoylhydrazid portionsweise zugegeben. Die Temperatur der
Reaktionslosung soll 10 °C nicht iiberschreiten. AnschlieBend werden 50.2 g (0.72
mmol) Natriumnitrit, gelost in 80.1 mL Wasser, bei 0-5 °C zugetropft. Nach der
beendeten Zugabe rithrt man weitere 30 min und das griinliche Ol wird abgetrennt. Die
wissrige Phase wird dreimal mit jeweils 150 mL Diethylether extrahiert und die
organischen Extrakte mit dem Ol vereinigt. Die organische Phase wird mit ges.
Natriumbicarbonat-Lsg. so lange gewaschen bis eine pH-Wert von 7 erreicht wird. Zum
Schluss trennt man die organische Phase ab, trocknet sie tiber MgSO, und entfernt das
Losungsmittel im Vakuum. Es bleiben schwach orange-braune Kristalle.
Ausb.: 40 g, (0.27 mol, 75% ) leicht braunliche Kristalle; Schmp.: 47 °C;
Lit.">: 46-48 °C.
"H-NMR (400 MHz, CDCl3), § [ppm]: = 9.18 (sy, 1H, H2); 8.80 (dd, *Js.6= 4.7 Hz, %J =
1.4 Hz, 1H, H6); 8.25 (m,, 1H, H4); 7.39 (dd, *Ju.s= 7.8 Hz, *Js¢= 4.9 Hz, 1H, H5).
FT-IR (KBr) vy [cm ™' ]: 2142 (N3); 1687 (C=0).
CeHaN4,O (148.12)

133 G. Papeo, H. Posteri, P. Vianello, M. Varasi, Synthesis 2004, 17, 2886-2892.
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-6-0-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiuremethylester (31)

Pmbo 1"
770 mg (1.25 mmol) des Monosaccharids 29 werden in 60 TBSO%
[0}
AlocHN
mL \/\/U\OCHE

absol. Toluol gelost und bei Raumtemperatur s
nacheinander mit 1.31 g (5.0 mmol) Triphenylphosphin, 0.99 mL (1.01 g, 5.0 mmol)
Diisopropylazodicarboxylat und 0.74 g (5.0 mmol) Nikotinoylazid (33) versetzt. Nach 2
h ist der Umsatz vollstindig (Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry = 0.58). Zum
Reaktionsgemisch werden 20 mL Methanol zugegeben und das Losungsmittel wird i.
Vak. entfernt. Zum gelben Riickstand werden ca. 20 mL Diethylether zugegeben und
die Losung wird kurz im Wasserbad bei 40 °C erwiarmt. Beim Abkiihlen fallt
Triphenylphosphin als weiller Feststoff aus. Dies wird abfiltriert und die Mutterlauge
wird in Vakuum eingeengt. Nach Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel mit

Cyclohexan: EtOAc = 4:1, Ry= 0.14 erhilt man ein farbloses Ol.

Ausb.: 499 mg, (0.8 mmol, 62.4% [50% - 80%]); farbloses OI; [a];, = 82.9 (c = 1.0,
CHCL); Ry=0.10 (Cyclohexan: EtOAc = 3:1).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), 6 [ppm]: 7.28 (d, °J = 8.9 Hz, 2H, Pmb); 6.88 (d, °J = 8.6
Hz, 2H, Pmb); 591 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.31 (m., 2H, H1, CH,=CH-, Aloc,
(trans)); 5.21 (dd, *J = 10.4 Hz, °J = 1.4 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.98 (d, %J =
11.0 Hz, 1H, Hay Pmb); 4.68 (d, °J = 9.6 Hz, 1H, NH-C2); 4.61-4.53 (m, 3H, H2, -
CH,-, Aloc); 4.43 (d, *J = 11.1 Hz, 1H, Hapyip, Pmb); 4.20-4.16 (m, 1H, H5); 3.80 (s,
3H, OCH3-Pmb); 3.74 (m, 1H, H3); 3.66 (s, 3H, COOCH;); 3.62 (m., 1H, H4); 3.55
(dd, °J = 12.7 Hz, *J = 8.1 Hz, 1H, Hg,); 3.05 (dd, *J = 12.7 Hz, *J = 4.5 Hz, 1H, Hgp);
2.67 (m, 2H, SCH,CH,); 2.43 (t, *J = 7.3 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.95 (m., 2H,
SCH,CH>); 0.91 (s, 9H, CH;“"™", TBS); 0.14 (s, 3H, CHj, TBS); 0.12 (s, 3H, CH;,
TBS).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;), 6 [ppm]: 173.4 (C=0, Ester); 159.6 (Cpa-Pmb); 155.6
(C=0, Aloc); 132.9 (-CH=CH,, Aloc); 130.5 (Cipso-Pmb); 129.9 (Cpero-Pmb); 118.0 (-
CH=CH,, Aloc); 113.9 (Corno-Pmb); 86.2 (sp, C1); 77.4 (C4); 74.6 (CH,-Pmb); 72.2
(C3); 71.4 (C5); 65.9 (CHa, Aloc); 55.4 (OCH;3-Pmb); 51.8 (C2, COOCH3); 51.3 (C6);
32.8 (CH,COOCH3); 31.0 (SCH,CHy); 25.8 (CH;"™", TBS); 25.0 (SCH,CHy); 18.0
(C*""P", TBS); -3.9 (CH3, TBS); -4.9 (CH;, TBS).
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FD-MS, positiv m/z = 638.2 (100 %, [M]", ber.: 638.3)
FT-IR (KBr) 0max [cm™]: 2102 (N3).
CaoH4N,OgSSi (638.85)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-6-0-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiure (34)

PmbO |©
Q
2.10 g (3.3 mmol) des Monosaccharids 31 werden in 40 mL teso o
AlocHN

Tetrahydrofuran gelost. Es werden 4 mL Wasser zugefiigt S\/\/‘J\OH
und anschlieBend werden 0.554 g (13.2 mmol) Lithiumhydroxids (Monohydrat)
zugegeben. Man ldsst das Reaktionsgemisch 16 h bei Raumtemperatur rithren und
neutralisiert mit sauerem Ionnenaustauscher-Harz Amberlyst 1R 120. Der
Ionenaustauscher wird abfiltriert und Losungsmittel vollstindig i. Vak. abgezogen. Das
restliche Wasser wird durch Lyophilisieren entfernt. Das Rohprodukt kann ohne weitere

Reinigung zur Reaktionen an der festen Phase eingesetzt werden.

Ausb.: 1.96 g, (3.1 mmol, 93.9% [90% - 99%]); farbloses Ol; [a]; = 93.6 (c = 1.0,
CHCL); Ry=0.10 (Cyclohexan: EtOAc = 3:1).

"H-NMR (300 MHz, CDCl3), d [ppm]: 7.26 (m, 2H, Pmb); 6.86 (d, °J = 8.6 Hz, 2H,
Pmb); 5.89 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.30 (m., 2H, H1, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20
(dd, *J = 10.4 Hz, °J = 1.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.96 (d, J = 10.7 Hz, 1H,
Hajyt.a Pmb); 4.68 (d, *J = 9.6 Hz, 1H, NH-C2); 4.60-4.51 (m, 3H, H2, -CH,-, Aloc);
4.54 (d, > J = 10.4 Hz, 1H, Hayo Pmb); 4.20-4.16 (m, 1H, H5); 3.79 (s, 3H, OCH-
Pmb); 3.72 (m,, 1H, H3); 3.61 (m, 1H, H4); 3.53 (dd, °J = 12.8 Hz, %J = 8.0 Hz, 1H,
He); 3.05 (dd, *J = 12.7 Hz, %J = 4.6 Hz, 1H, Hgy); 2.77-2-58 (m, 2H, SCH,CH,); 2.46
(t, °J = 7.1 Hz, 2H, CH,COOCHs3); 1.94 (m., 2H, SCH,CH>); 0.89 (s, 9H, CH;"“"5",
TBS); 0.13 (s, 3H, CH;s, TBS); 0.10 (s, 3H, CH3, TBS).

CrgH44N4O3SSi1 (624.82)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-6-0-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-f-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiuremethylester (35)

PmbO Ns

§ \/\)J\
TBSO s OCH

2.40 g (3.9 mmol) des Monosaccharids 30 werden in 50 AlochIN ?
mL absol. Dichlormethan geldst und mit 5.05 mL (3.95 g, 39 mmol) Triethylamin
versetzt. Die Losung wird auf 0 °C gekiihlt, und 0.45 mL (0.67 g, 5.85 mmol)
Methansulfonsédurechlorid werden zugetropft. Man erwidrmt das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur. Nach 2 h ist der Umsatz vollstindig (Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry =
0.41). Die Reaktionslésung wird in 50 mL einer eisgekiihlten wissrigen NaHCOs-
Losung. gegossen. Die Phasen werden ziigig getrennt. Die organische Phase mit
Magnesiumsulfat getrocknet. Anschlieend wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Es
bleibt ein hell gelbes Ol zuriick, das ohne weitere Reinigung weiter umgesetzt wird. Das
Rohprodukt wird in 40 mL absol. N,N-Dimethylformamid gel6st und mit 1.01 g (15.6
mmol) Natriumazid und einer katalytischen Menge des
Tetrabutylammoniumhydrogensulfats versetzt. Die Reaktionslosung wird 10 min unter
Luftkiihlung in der Mikrowelle geriihrt (Temperatur: 100 °C; Druckp,x: 2 bar; Leistung:
100 Watt). Die braune Losung wird in 100 mL ges. NaHCO3-Losung. gegossen. Es
werden 100 mL Dichlormethan zugefiigt und die Phasen getrennt. Die wissrige Phase
wird dreimal mit je 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden noch einmal mit NaHCOs-Losung. gewaschen, bevor man sie iiber
MgSO4 trocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Reinigung des
Rohprodukts, erfolgt durch Flash-Sidulenchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan:
EtOAc, 4:1 Ry = 0.16). Die Verdoppelung von einigen Signalen ist mit dem Auftreten

von zwel Rotameren: Rotamer 35a und Rotamer 35b verbunden.

Ausb.: 300 mg, (0.47 mmol, 12.0%); farbloses Ol; [@]; =-23.1 (c = 1.0, CHCl3); R=
0.41 (Cyclohexan: EtOAc = 4:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, DMSO-dy), d [ppm]: 7.25 (d, *J = 8.6 Hz, 1H, His,,
Pmb); 7.25 (d, *J = 8.7 Hz, 1H, Hss,, Pmb); 7.12 (d, *J = 9.8 Hz, 0.5H, His,, NH-C2);
6.90 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, Hss,, Hssp, Pmb); 5.88 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.29 (dd, *J
= 17.2 Hz, *J = 1.8 Hz, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.17 (dd, *J = 10.5 Hz, *J = 1.7 Hz,
0.5H, His,, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 5.16 (dd, *J = 10.5 Hz, %J = 1.7 Hz, 0.5H, Hssp,
CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.84 (d, °J = 10.6 Hz, 0.5H, Hss, aiy.a Pmb); 4.80 (d, °J = 10.7
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Hz, 0.5H, Hy Ay Pmb); 4.55 (d, *J = 9.3 Hz, 0.5H, Has,1); 4.47-4.39 (m, 3.5H, 0.5H,
Hssal, Haugio, -CH,-, Aloc); 3.74 (s, 5H, H3, H4, OCH3-Pmb); 3.68-3.60 (m, 2H, H3,
H5); 3.58 (s, 1.5H, Hss,, COOCH;); 3.57 (s, 1.5H, Hssp, COOCH3); 2.70-2.60 (m, 1H,
SCH,,CH,); 2.59-2.50 (m, 1H, SCH»,CH,); 2.50 (m,, 2H, CH,COOCH3); 2.41-2.30 (m,
2H, SCH,CH,); 0.85, 0.84 (2s, 9H, CH;"®", TBS); 0.13, 0.12 (2s, 3H, CH;, TBS);
0.08, 0.07 (2s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, DMSO-dj), § [ppm]: 173.4 (C=0, Ester); 159.2 (Cpar-
Pmb); 156.2 (C=0, Aloc); 134.1, 134.0 (-CH=CH,, Aloc); 131.2, 131.1 (Cjpso-Pmb);
129.8, 129.7 (Conno-Pmb); 117.5, 117.3 (-CH=CH,, Aloc); 114.1 (Cpea-Pmb); 88.9 (s,
Cl); 77.6, 77.4, 76.5 (C3, C4, C5), 74.8 (CH,-Pmb); 64.9, 64.7 (CH,, Aloc); 55.5
(OCH;-Pmb); 54.0 (C2); 51.8, 51.7 COOCHs); 32.6 (CH,COOCHs3); 32.1, 31.5, 28.9
(C6, SCH,CH,); 26.1 (CH5"®", TBS); 25.0, 24.9 (SCH,CH,); 18.1 (C*""®", TBS); -
3.8,-4.6,-4.7 (2 x CHs, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 639.6 (100 %, [M+H]", ber.: 639.3).
FT-IR (KBr) 0pay [cm™']: 2115 (N3).
C,oH46N4OgSSi (638.85)

Als Hauptprodukt wird isoliert:

4-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-1,5-anhydro-4-0-p-methoxybenzyl-3-O-
tert-butyldimethylsilyl-6-thio-6-desoxy-D-galacto-hex-1-enopyranosyl]-

mercaptobuttersiauremethylester (37) o

PmbO \/\)J\OCH3

Q

TBSO /

AlocHN
Ausb.: 1.48 g, (2.5 mmol, 64.0%); hell gelbes Ol; [a]) = -5.2 (¢ = 1.0, CHCl3);
Ry=0.29 (Cyclohexan: EtOAc =4:1).

'"H-NMR (400 MHz, 'H-"H-COSY, TOCSY, DMSO-ds), 6 [ppm]: 8.05 (s, 1H, NH-
C2); 7.26 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, Pmb); 6.90 (d, °J = 8.7 Hz, 2H, Pmb); 6.33 (s, 1H, H1);
5.87 (1H, CH,=CH-, Aloc); 5.28 (d, *J = 17.2 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.16
(d, 37=104 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.67 (d, 2J=112 Hz, 1H, Haikyl.a Pmb);
4.57 (m,, 1H, H3); 4.51 (d, >J = 11.2 Hz, 1H, Hagy» Pmb); 4.45 (d, *J = 5.3 Hz, 2H, -
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CH>-, Aloc); 4.18 (m., 1H, H5); 3.81 (m., 1H, H4); 3.73 (s, 3H, OCH3-Pmb); 3.57 (s,
3H, COOCHj3); 2.98 (m., 1H, He,); 2.67 (dd, >J = 14.4 Hz, °J = 3.3 Hz, 1H, Hg); 2.53-
2.48 (m, 2H, SCH,CH,); 2.38 (t, °J = 7.3 Hz, 2H, CH,COOCH;); 1.75 (m, 2H,
SCH,CH,); 0.83 (s, 9H, CH;“""", TBS); 0.04 (s, 3H, CH;, TBS); 0.02 (s, 3H, CH;,
TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, DEPT, HSQC, HMBC, DMSO-ds), ¢ [ppm]: 173.3 (C=O,
Ester); 159.3 (Cpara-Pmb); 155.6 (C=0, Aloc); 139.3 (sp, C1); 134.0 (-CH=CH,, Aloc);
130.6 (Cipso-Pmb); 129.9 (Cpere-Pmb); 117.6 (-CH=CH,, Aloc); 114.6 (C2); 114.1
(Cortho-Pmb); 75.6 (C5); 74.8 (C4); 72.4 (CH,-Pmb); 65.4 (C3); 64.8 (CH,, Aloc); 55.5
(OCH;3-Pmb); 51.7 (COOCH3); 32.6 (CH;COOCHS;); 31.3 (SCH,CH,); 30.6 (C6); 26.2
(CH5""®", TBS); 24.8 (SCH,CH,); 18.4 (C*"®", TBS); -4.2 (CHs, TBS); -4.7 (CHs,
TBS).

FD-MS, positiv m/z = 596.5 (100 %, [M]*, ber.: 596.3).

ESI-MS (Gerit 1), positiv m/z = 634.0 (5%, [M+K]", ber.: 634.2), 618.0 (100%,
[M+Na]®, ber.: 618.2).

CooHysNOgSS1 (595.82)

6.5 Synthesen zum Kapitel 3.2.3

Phenyl-2-0-acetyl-3,4-O-isopropyliden-1-thio-f-D-galactopyranosid (39)

HiG OH
1.0 g (1.69 mmol) des Phenyl-2-O-acetyl-6-O-tert- wc o S
butyldiphenylsilyl-3,4-O-isopropyliden-1-thio-5-D- oA \©
galactopyranosids  (38)* werden in 10 mL frisch
destillierten Tetrahydrofuran geldst und nacheinander mit 0.12 mL Eisessig und 2.54
mL (2.54 mmol) einer 1M Losung aus Tetrabutylammoniumfluorid-Monohydrat in
THF bei 0 °C versetzt. Man erwiarmt das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur und
nach 16 h wird der Ansatz mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der gelbe Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert

(Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry=0.17).

46 T. Maidhof, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Univeristit Mainz.
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Ausb.: 483 mg, (97 umol, 23.0%); gelbes Ol; [a]; = 19 (c = 1.0, CHCl3); Ry = 0.17
(Cyclohexan: EtOAc = 1:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCl5), d [ppm]: 7.43-7.38 (m, 2H, S-Phoo); 7.33-7.25 (m, 2H,
S-Phinera); 7.24-7.19 (m, 1H, S-Phys); 5.05 (dd, °J = 9.8 Hz, °J = 6.7 Hz, 1H, H2); 4.64
(d, °J = 9.8 Hz, 1H, H1); 4.25-4.15 (m, 2H, H3, H4); 3.96 (dd, °J = 10.4 Hz, °J = 6.4
Hz, 1H, Hg,); 3.90-3.85 (m, 1H, H5); 3.77 (dd, °J = 10.4 Hz, *J = 6.4 Hz, 1H, He); 2.13
(s, 3H, CH3); 1.50 (s, 3H, C(CH3),); 1.31 (s, 3H, C(CH;),).

C17HxNO6S (354.42)

2-Acetyl-1,5-anhydro-3,4-O-isopropyliden-6-phenylthio-D-galacto-hex-1-enitol (40)

149 mg (042 mmol) des Phenyl-2-O-acetyl-3,4-O- . . @
isopropyliden-1-thio-$-D-galactopyranosids (39) werden in 5 mL H303 ? o

absol. Dichlormethan gelost und mit 0.543 mL (0.425 g, 4.2 ° =

mmol) Triethylamin versetzt. Die Losung wird auf 0 °C gekiihlt, ohe
und 48.5 L (71.8 mg, 0.63 mmol) Methansulfonsidurechlorid werden zugegeben. Man
erwiarmt das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur. Nach einer Stunde ist der Umsatz
vollstdndig (Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry = 0.54). Die Reaktionslosung wird in 5 mL
einer eisgekiihlten wissrigen NaHCO3-Losung gegossen. Die Phasen werden ziigig
getrennt und die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet. AnschlieBend wird
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Es bleibt ein hellgelbes Ol zuriick, das ohne
Reinigung weiter umgesetzt wird. Das Rohprodukt wird in 2-3 mL absol. N,N-
Dimethylformamid gel6st und die Reaktionslosung fiinf min unter Luftkiihlung in der
Mikrowelle geriihrt (Temperatur: 100 °C; Druckmyax: 5 bar; Leistung: 100 Watt). Die
braune Losung wird in 10 mL ges. NaHCO;-Losung. gegossen. Es werden 15 mL
Dichlormethan zugegeben und die Phasen getrennt. Die wissrige Phase wird dreimal
mit je 15-20 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
noch einmal mit NaHCOs;-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgt durch Flash-

Sdulenchromatographie an Kieselgel (Cyclohexan: EtOAc, 3:1 Ry=0.17).
Ausb.: 32.6 mg, (97 umol, 23.0%); gelbes o1, R;=0.80 (Cyclohexan: EtOAc = 1:1).

'"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, TOCSY, CDCls), ¢ [ppm]: 7.42-7.37 (m, 2H, S-
Phorno); 7.33-7.27 (m, 2H, S-Phye); 7.24-7.18 (m, 1H, S-Phy,.); 6.50 (s, HI), 4.84 (d,
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3] = 6.6 Hz, 1H, H3); 4.51 (dd, °J = 6.6 Hz, °J = 1.3 Hz, 1H, H4); 4.01 (m,, 1H, H5);
3.33 (m,, 2H, H6); 2.16 (s, 3H, CH;); 1.47 (s, 3H, C(CH;),); 1.31 (s, 3H, C(CH;),).

BC-NMR (100.6 MHz, DEPT, HSQC, HMBC, CDCl3), § [ppm]: 170.0 (C=0, Ac);
138.2 (C1); 135.1 (Cipso» S-Ph); 132.2 (C2); 129.7 (Corthor S-Ph); 129.7 (Cperas S-Ph);
126.8 (Cparas S-Ph); 111.3 (C(CHs),); 74.7 (C5); 73.6 (C4); 69.5 (C3); 64.8 (CH,, Aloc);
34.3 (C6); 27.8 (C(CH3),); 26.7 (C(CH3),); 20.9 (CH3).

FD-MS, positiv m/z = 336.8 (100 %, [M]*, ber.: 336.1).

C17HxNOsS (336.40)

6.6 Synthesen zum Kapitel 3.3

Anbindung ans Harz Rink-AMPS-Harz O_\

PmbO 0
Q
In einem Festphasenreaktor werden 2.63 g (1.84 T8s0 Yy o Q
S\/\)J\NH

mmol, 1 Aquiv.) Rink-AMPS (1% Divinylbenzol,

Partikelgrosse 100-200 mesh, Beladung: 0.70 CH,O
mmol/g) als Polymer in 30 mL NN- 43 ocH,
Dimethylformamid 1 h vorgequollen. AnschlieBend wird das Harz griindlich mit N,N-
Dimethylformamid nachgewaschen und mit 40 mL 50%iger Morpholin-L6sung in N, N-
Dimethylformamid fiir 30 min geschiittelt. Man wischt das Polymer nach und
wiederholt den Vorgang noch einmal. Dann wird sorgféltig mit N,N-Dimethylformamid
gewaschen und das Harz i. Hochvak. getrocknet.

1.149 g (1.84 mmol, 1 Aquiv.) des Kohlenhydrats 34 werden in 40 mL absol. N,N-
Dimethylformamind aufgenommen und nacheinander mit 0.698 g (1.84 mmol, 1.0
Aquiv.) HBTU, 0.282 g (1.84 mmol, 1.0 Aquiv.) HOBtxH,O und 3.04 mL (2.38 mL,
18.4 mmol, 10.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylamin (DIPEA) versetzt. Die Losung wird 3-5
min gerithrt und unter Argonatmosphédre zum Harz (Rink-NH,-AMPS) gegeben. Man
schiittelt 17 h bei Raumtemperatur und filtriert das Harz ab. Das Waschen des Harzes
erfolgt durch das mehrmalige Schiitteln mit: 5 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x Methanol und Dichlormethan
abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und anschlieBend einmal mit Diethylether.

Man trocknet das Harz i. Hochvak. Eine Elementaranalyse auf Schwefelgehalt gibt
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Aufschluss iiber die Beladung des Polymers. Man erreicht eine Beladung von 0.60 bis

0.67 mmol/g.
FT-IR (KBr) 0pmay [cm™]: 2100 (N3).

Anbindung ans Harz Rink-Tentagel®-S-RAM %_\

PmbO ¢ o o]
Q
In einem Festphasenreaktor werden 6.391 g (1.47 TBSO&] Q
o
AlocHN
S\/\)J\NH

mmol, 1.0 Aquiv.) Rink—Tentagel®—S—RAM
(Beladung: 0.23 mmol/g) in 80 mL N,N-
CH,0

Dimethylformamid 1 h vorgequollen. 44
AnschlieBend wird das Harz griindlich mit N,N-

OCH,

Dimethylformamid nachgewaschen, bevor man es mit 50 mL 20%iger Piperdin-Losung
in N,N-Dimethylformamid 20 min schiittelt. Dann wird sorgfiltig mit N,N-
Dimethylformamid gewaschen und das Harz i. Hochvak. getrocknet.

0.916 g (1.47 mmol, 1.0 Aquiv.) des Kohlenhydrats 34 werden in 80 mL absol. N,N-
Dimethylformamid aufgenommen und nacheinander mit 472.0 mg (1.47 mmol, 1.0
Aquiv.) HBTU, 225.1 mg (1.47 mmol, 1.0 Aquiv.) HOBtxH,0O und 2.43 mL (1.90 g,
14.7 mmol, 10.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) versetzt. Die Losung wird
ca. 3 min gerithrt und unter Argonatmosphidre zum Harz (Rink—Tentagel®—S—NH2)
zugegeben. Man schiittelt tiber 22 h bei Raumtemperatur und filtriert das Harz ab. Das
Waschen des Harzes erfolgt durch das mehrmalige Schiitteln mit: 5 x N,N-
Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und
anschliefend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Harz i. Hochvak. Eine
Elementaranalyse des Schwefelgehalts gibt Aufschluss iiber die Beladung des

Polymers. Man erreicht eine Beladung von 0.16 bis 0.19 mmol/g.

FT-IR (KBr) 0max [cm™]: 2100 (N3).

Capping

Das beladene Harz wird in Dichloromethan gequollen mit einer Mischung von Pyridin
und Essigsdureanhydrid (2:1, v:v) versetzt. Man schiittelt 45 min bei Raumtemperatur.
Anschlieend wird das Polymer mit unterschiedlicher Losungsmittel in der folgenden

Reihenfolge gewaschen: 5 x Dichlormethan, 3 x Methanol und Dichlormethan
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abwechselnd, 5 x Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend einmal mit

Diethylether. Man trocknet das Harz i. Hochvak. mehrere Stunden.
6.7 Synthesen zum Kapitel 3.3.3
Parallelsynthese mit Aminosiuren am Rink- AMPS-Harz

In 8 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden jeweils 100 mg des
Polymers 43 (Beladung 0.63 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV1 zur Abspaltung
der Allyloxycarbonyl (Aloc)-Schutzgruppe in Acetonitril mit p-Toluolsulfinsdure und
Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) als Katalysator in Dioxan versetzt. Im
Anschlu} setzt man entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV10 zur
Amidbildung in der 2-Position mit Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Phenylessigséure, p-
Boc-Aminophenylessigsdure, Fmoc-Glu(OrBu)-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
His(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH und N-
Boc-3-Indolpropionsidure um. Das Polymer wird anschlieBend sorgfiltig gewaschen: 3 x
N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd,
2 x Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x
Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend zweimal mit Diethylether. Man
trocknet das Polymer i. Hochvak. Die Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach
der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVI14 mit 50%iger Trifluoressigsdure in

Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-amino-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiaureamid N,

HO

(33a) Q

ML
s
°</ NH

FmocHN

Man isoliert nur das silylierte Nebenprodukt S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

2

Das gewiinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden.

glycyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdaureamid (53b).

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.6 mg (60.4 %); brauner amorpher Feststoff.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 25.72 min (40%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient F, R, = 31.45 min. Das Produkt ist schwer 16slich, so daf}
die Reinigung mittels semi-praparativer HPLC erschwert wird. Man erhilt 5.3 mg des
silylierten Produktes 53b, Ausbeute 12.0% nach semi-priparativer HPLC (bezogen auf
Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 1435.7 (13%, [3-TBSO, 2M+K]",
ber.: 1435.6), 1419.7 (87%, [3-TBSO, 2M+Na]*, ber.: 1419.6), 721.3 (100%, [3-TBSO,
M+Na], ber.: 721.3).

C27H3oN6O7S (584.21)
C33H46N6O7SSi (698.90)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (54a)

N
HO |°
Q

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 39.2 mg (82.4%); wo o
HN
brauner amorpher Feststoff. Das Produkt ist schwer 16slich. o S\/\)J\NH

NHFmoc

2

Eine Reinigung mittels semi-priparativer HPLC ist nicht

gelungen. Im Rohprodukt konnen sowohl gewiinschtes

Produkt 54a als auch silyliertes Produkt S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-
amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-azido-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-
4-mercaptobuttersdureamid (54b) nachgewiesen werden.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 27.85 min (33%), bei 4 = 220 nm.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 793.11 (10%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
793.32), 777.18 (100%, [3-TBSO, M+Na]*, ber.: 777.34), 663.21 (25%, [M+Na], ber.:
663.26).

C31Hs0N6sO7S (640.27)
C37H54N6O7SS1 (755.01)
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S-[6-Azid0-6-desoxy-2-N-(phenylacetyl)-amino-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersidureamid (55a) Ho \s

Q
HO o

Das gewiinschte Produkt 55a kann im Rohprodukt nicht o 4 S\/\)J\NHQ
nachgewiesen werden. Man isoliert das silylierte Produkt S-
[2-N-(phenylacetyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-
O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (55b).
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 24.6 mg (68.3%); brauner amorpher Feststoff.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 24.32 min (20%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient F, R, = 26.27 min. Man erhidlt 7.1 mg des silylierten
Produktes S55b, Ausbeute 19.7% nach semi-priaparativer HPLC (bezogen auf
Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (aus HPLC MS, Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 560.30 (80%, [3-TBSO,
M+Na]™, ber.: 560.23), 538.30 (100%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 538.25), 419.24 (70%,
[3-TBSO, M]*, ber.: 419.20).

FT-IR 0.« [Cm_l]: 2102 (N3).
CisHasN5OsS (423.49)
C,4H39N505SSi (537.75)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(4-aminophenylacetyl)-amino-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (56a) Ho N
Q
HN
\/\)‘\NH

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 18.2 mg (52.3%); o ® :
brauner amorpher Feststoff. Es kann das silylierte Produkt S-
[2-(N-(4-aminophenylacetyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4- .
mercaptobuttersdure amid (56b) nachgewiesen werden, dessen Isolierung gelang jedoch

nicht.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 591.06 (80%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
591.22), 575.12 (85%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 575.24), 442.12 (70%, [3-TBSO, 2-
NH,, M-(p-NH,-PhCH,CO)]|", ber.: 442.19).

CisHa6N6Os5S (438.50)
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C24H40N6O5SSi (552.76)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutamyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (57a)

Ho |
Q
Das gewiinschte Produkt 57a kann im Rohprodukt nicht o 0
HN
\/\)J\NH

nachgewiesen werden. Man isoliert das silylierte Produkt o S
S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutamyl)-amino- e
2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-
o-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (57b).

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 24.9 mg (51.3%); brauner amorpher Feststoff.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 22.72 min (36%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient F, R, = 30.10 min. Man erhilt 4.8 mg des Produktes 57b,
Ausbeute 9.9% nach semi-praparativer HPLC (bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);
hell gelber amorpher Feststoff.

ESI-MS (aus HPLC MS, Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 809.26 (100%, [3-TBSO,
M+K]*, ber.: 809.28), 793.31 (40%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 793.30).

C30H36N600S (656.71)
C36Hs50N6O9SS1 (770.97)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (58a)

HO
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 31.5 mg (64.2%); %
HO 0
hell brauner amorpher Feststoff. Im Rohprodukt konnte HN
. . O S\/\)J\NHz
das silylierte Produkt S-[2-(N-9- NH NHFmoc
fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-amino-2-desoxy-6- HZNJI\H

azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (58b) nachgewiesen werden, dessen Isolierung gelang jedoch
nicht. Die Amidbildung wird auch in N-Methyl-2-pyrolidinon als Losungsmittel

durchgefiihrt. Die Ergebnisse stimmen mit den obengenannten iiberein.
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ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 820.36 (10%, [3-TBSO, M+Na]*, ber.:
820.28), 798.41 (100%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 798.38), 442.12 (70%, [3-TBSO, 2-
NH,, M-(p-NH,-PhCH,CO)]", ber.: 442.19).

C31H41NoO7S (683.78)
C37H55N9O7SS1 (798.04)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (59a)
Ho N
Q

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 28.1 mg (55.9%);

0]

D _ HN
brauner amorpher Feststoff. Im Rohprodukt kann S-[2-(V: o s \/\J\NHE
9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-2-desoxy- N NHFmoc
=
3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-azido-6-desoxy-a-D- HN( /

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (59b) als Hauptprodukt nachgewiesen
werden. Das HPLC-Chromatogramm zeigt zusitzlich zwei stark absorbierende

Substanzen, die nicht charakterisiert werden konnen.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 22.72 min (36%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient F, R, = 31.18 min. Man erhilt 1.8 mg des Produktes S9b,
Ausbeute 3.7% nach semi-priparativer HPLC (bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);

farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 801.30 (8%, [3-TBSO, M+Na]", ber.:
801.32), 779.34 (100%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 779.34).

C31H36N3O7S (664.73)
C37H50N3O7SS1 (778.99)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (60a)

Das gewiinschte Produkt kann im Rohprodukt nicht Q

[0}

. N - HO
nachgewiesen werden. Man isoliert nur das silylierte Produkt i \/\)J\
S
o NH

S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-2- ?

NHFmoc
desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-

H,N
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galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (60b). Das HPLC-Chromatogramm zeigt

zwel stark absorbierende Substanzen, die nicht charakterisiert werden konnen.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 36.0 mg (74.3%); brauner amorpher Feststoff.
HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 21.43 min (10%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 28.37 min. Ausbeute: 4.0 mg (8.2% nach semi-

praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); hell gelber amorpher
Feststoff.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 808.27 (20%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
808.29), 792.32 (100%, [3-TBSO, M+Na]*, ber.: 792.32).

C30H37N708S (655.72)
C36H51N705SS1 (769.98)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-amino-2-desoxy-

a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (61a)

HO
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 16.9 mg (34.8%); HO&‘
o
. ) - HN
braunes Ol. Im Rohprodukt konnen das silylierte Produkt o S\/\)J\NHZ
S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-amino-2- NHFmoc
H,N
desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (61b) und das nicht umgesetzte Amin

nachgewiesen werden. Die Isolierung dieser Substanzen war jedoch nicht moglich.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 2), positiv m/z = 792.40 (21%, [3-TBSO, M+Na]*, ber.:
792.36), 770.41 (100%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 770.37), 763.36 (6%, [3-TBSO, M-
N>+Cal*, ber.: 763.36), 420.23 (35%, [3-TBSO, 2-NH,, M-(Fmoc-Lys)+H]*, ber.:
420.21).

C31H41N;70O5S (655.76)

Cs7HssN504SSi (770.03)



Experimenteller Teil 165

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-tryptophyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (62a)

Q

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 44.3 mg (34.8%);

HO o

hell braunes Ol. Im Rohprodukt konnen das silylierte Produkt o A S\/\)J\NH

2
NHFmoc

S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-tryptophyl)-amino-2- \
desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (62b) und das

nicht umgesetzte Amin nachgewiesen werden. Die Isolierung dieser Substanzen gelang

nicht.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 866.36 (2%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
866.31), 850.38 (100%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 850.34), 825.38 (6%, [3-TBSO, M-
No+NJ¥, ber.: 824.35), 420.23 (35%, [3-TBSO, 2-NH,, M-(Fmoc-Trp)+H]*, ber.:
420.21).

C36H30N707S (713.80)

C4Hs3N;05SSi (828.06)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-(3-indolpropionyl)-amino-2-desoxy-a-D-

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiaureamid (63a) o N

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 26.3 mg (34.8%); o o s\/\)J\NH
braunes Ol. Das gewiinschte Produkt kann im Rohprodukt \

nicht nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerdt 2), positiv m/z = 834.47

(100%), 733.36 (81%), 619. 27 (23%), 528.26 (4%).

C21HogN6OsS (476.55)
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Parallelsynthese mit Aminosiduren am Rink-Tentagel®-Polymer

In 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV1 zur Abspaltung
der Allyloxycarbonyl (Aloc)-Schutzgruppe in Acetonitril mit p-Toluolsulfinsdure und
Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) als Katalysator in Dioxan versetzt. Direkt
danach setzt man entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV9 zur
Amidbildung in der 2-Position mit p-Boc-Aminobenzoesdure, Fmoc-Arg(Pmc)-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH und Fmoc-Lys(Boc)-OH um. Das Polymer wird
anschlieBend sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x Methanol
und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und Diethylether und
anschlieend zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i. Hochvak. Die
Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV16 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als

Scavenger.

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(4-aminobenzoyl)-amino-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-

4-mercaptobuttersiureamid (56a) HO N
Q
HN
\/\)J\NH

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 19.9 mg (>100%); gelbes o
Ol. Es kann nur das silylierte Produkt S-[2-(N-(4-aminobenzoyl)-
amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a- NH,
D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (56b) nachgewiesen werden, dessen

Isolierung jedoch nicht gelang.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 577.39 (5%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
577.20), 561.12 (5%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 561.23), 420.12 (10%, [3-TBSO, 2-NH,,
M-(p-NH,-PhCO)]", ber.: 420.21), 306.10 (8%, 3-OH, 2-NH,, M-(p-NH,-PhCO)]",
ber.: 306.12).

C17H24N6OsS (424.15)

C23H33N6O5SSi (538.24)
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S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (58a)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 23.9 mg (>100%); HO N o
hell gelber amorpher Feststoff. Im Rohprodukt konnen o S\/\)]\NHZ
sowohl das gewiinschte Produkt 58a als auch das silylierte 3

Produkt  S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-
amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-
4-mercaptobuttersdureamid (58b) nachgewiesen werden. Keines von diesen konnte
jedoch isoliert werden. Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere stark absorbierende
Substanzen, die aufgrund geringer Loslichkeit des Rohproduktes nicht analysiert und

identifiziert werden konnen.

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R; = 10.68 min (12%), 12.36 min (17%), 16.33
min (29%), 19.73 min (7%); bei A = 220 nm.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 798.59 (30%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
798.38), 684.52 (20%, [M+H]", ber.: 684.29), 576.50 (15%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]",
ber.: 576.31), 420.20 (5%, [3-TBSO, 2-NH,, M-Fmoc-Arg]*, ber.: 420.21), 195.04
(100%), 179.05 (65%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C31H41NoO5S (683.78)

C37H55N90O7SS1 (798.04)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (59a)

Q

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 19.8 mg (>100%);

HO o

~ . e HN
gelbes Ol. Im Rohprodukt kénnen sowohl das gewiinschte o S\/\)‘\NHZ
Produkt 59a als auch das silylierte Produkt S-[2-(N-9- N NHFmoc
=
fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-2-desoxy-6- et

azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (59b) nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 779.54 (15%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
779.34), 665.43 (15%, [M+H]", ber.: 665.25), 557.41 (5%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]",
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ber.: 557.27), 420.23 (10%, [3-TBSO, 2-NH,, M-Fmoc-His+H]", ber.: 420.21), 179.05
(5%, [DBF+H]", ber.: 179.09), 121.03 (100%).

Gewiinschtes Produkt 59a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 10.62 min (24%), bei 4 = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R; = 20.32 min. Ausbeute: 3.9 mg des Produktes (30.9%
nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher

Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 687.49 (5%, [M+Na]®, ber.:
687.23), 665.49 (100%, [M+H]", ber.: 665.25), 179.05 (5%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C31H36N3O7S (664.73)
Nebenprodukt 59b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 17.08 min (35%), bei 4 = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R; = 50.73 min. Ausbeute: 1.0 mg des Produktes (6.8%
nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher

Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 779.57 (100%, [M+Na]®, ber.:
779.34), 557.47 (5%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]", ber.: 557.27).

C37H50N307SSi (778.99)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (60a)

Ho \°
Q
Ausbeute vor semi-prdaparativer HPLC: 21.6 mg (>100%); o o
HN
\/\)]\NH

gelber amorpher Feststoff. Im Rohprodukt kénnen sowohl o s

2
NHFmoc

das gewiinschte Produkt 60a als auch das silylierte Produkt
S-[2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-2- N
desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdaureamid (60b) nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 808.47 (8%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
808.29), 792.54 (10%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 792.32), 694.41 (5%, [M+K]", ber.:

694.21), 678.44 (10%, [M+Na]*, ber.: 678.23), 548.38 (20%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]",
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ber.: 548.27), 434.22 (10%, [M-Fmoc+H]", ber.: 434.18), 243.12 (100%), 195.04
(65%), 179.05 (95%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere stark absorbierende Substanzen. Man

isoliert nur das gewiinschte Produkt 60a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 11.37 min (25%, 60a), 21.12 min (33%,
60b); 24.47 min (26%), bei A = 214 nm; semi-priaparative HPLC: Gradient G (Zusatz
von DMSO), R; = 18.67 min. Ausbeute: 1.0 mg des Produktes 60a (6.8% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); hell gelber amorpher
Feststoff. Die Ausbeuteverluste sind auf die Zugabe von DMSO zuriickzufiihren.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 678.48 (8%, [M+Na]®, ber.:
678.23), 472.32 (15%, [M-Fmoc+K]", ber.: 472.14), 456.31 (40%, [M-Fmoc+Na]",
ber.: 456.16), 434.26 (100%, [M-Fmoc+H]", ber.: 434.18), 195.05 (35%), 179.05 (60%,
[DBF+H]", ber.: 179.09).

C30H37N708S (655.72)
C36H51N705SS1 (769.98)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-amino-2-desoxy-

a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (61a)

HO
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 27.7 mg (>100%); HO% o
gelbes Ol. Im Rohprodukt kénnen sowohl das gewiinschte o o s\/\)J\NHE
Produkt 6la als auch das silylierte Produkt S-[2-(N-9- HzN\/\j»NHF’”“
fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-amino-2-desoxy-6-
azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (61b) nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 770.55 (5%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
770.37), 656.44 (5%, [M+H]", ber.: 656.29), 548.42 (<5%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]",
ber.: 548.31), 434.26 (10%, [M-Fmoc+H]", ber.: 434.22), 179.05 (100%, [DBF+H]",
ber.: 179.09).

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 9.95 (46%, 61a), 12.45 min (7%), 16.60
min (47%, 61b), bei 1 = 214 nm. Die Trennung der beiden Produkte kann aufgrund

geringer Loslichkeit nicht durchgefiihrt werden.
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C31H41N7047S (655.76)
C37H55N707SS1 (770.03)

6.8 Synthesen zum Kapitel 3.3.4.1

Parallelsynthese am Rink-Tentagel-S-NH,®-Harz

In fiinf mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden jeweils 100 mg des
Polymers 44 (Beladung: 0.15 mmol/g)) eingewogen. Das Harz in den Spritzen wird
zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 zur Spaltung des tert-
Butyldimethylsilylethers mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung  in
Acetonitril derivatisiert. Im Anschlul setzt man das Polymer entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS fiir Carbamoylierung mit 4-Fluorphenylisocyanat,
4-Cyanophenylisocyanat, tert-Butylisocyanat, Allylisocynat und Ethylisocyanatoacetat
um. Das Polymer wird anschlieBend sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid,
3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und
Diethylether und anschlieend zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i.
Hochvak. Die Abspaltung vom polymeren Triager erfolgt nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV14 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit
Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-

fluorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (64)

HO |°
Q
Ausbeute vor semi-prdaparativer HPLC: 9.5 mg OQ(o o
AlocHN \/\)J\
NH

(>100%); gelber amorpher Feststoff. o s

2

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 16.92 min

(52%), bei A = 215 nm, 16.92 min (15%), bei 4 = 254 F

nm; semi-praparative HPLC: Gradient E, R, = 31.02 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 3.5 mg (44.9%, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); farbloser amorpher Feststoff.



Experimenteller Teil 171

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 565.3 (7 %, [M+K]", ber.: 565.1),
549.3 (100 %, [M+Na]®, ber.: 549.2), 527.3 (18 %, [M+H]", ber.: 527.2).

C,1H27,FN6O7S (526.54)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-

cyanophenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (65)

HO |°
Q
Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 6.5 mg (81.2%); o% o
.. O AlocHN
gelbes Ol. ﬁH S\/\)J\NH

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 17.60 min
(90%), bei A = 254 nm; (38%), bei 211 nm; semi- N°
praparative HPLC: Gradient E, R, = 30.00 min.

2

Ausbeute nach semi-préaparativer HPLC: 1.5 mg (18.8%, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 572.3 (7 %, [M+K]", ber.: 572.1),
556.3 (100 %, [M+Na]", ber.: 556.2), 534.3 (25 %, [M+H]", ber.: 534.2).

C2H27N707S (533.56)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(tert-
butylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (66)

N

HO |°
Q
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 7.1 mg (96.0%); gelbes o
.. 0\#\ AlocHN O

ol . S,
HPLC: Die UV-Absorption ist zu schwach; so dass das 7<
Produkt nicht mittels HPLC gereinigt werden kann.

2

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 527.3 (15 %, [M+K]", ber.: 527.2), 511.3
(80 %, [M+Na]™, ber.: 511.2).

Ci9H3:N6O7S (488.56)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(allylcarbamoyl)-

a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (67)

Ho e
Q
Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 9.5 mg (>100%); o o
o AlocHN
# \/\/“\NH

gelbes Ol. s

NS N ’
HPLC: Die UV-Absorption ist zu schwach; so dass das

Produkt nicht mittels HPLC gereinigt werden kann.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 511.2 (10 %, [M+K]*, ber.: 511.1), 495.3
(55 %, [M+Na]™, ber.: 495.2), 473.3 (20 %, [M+H]", ber.: 473.2).

CisH2sNgO7S (472.52)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-
(ethoxycarbonylmethylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

N
HO |°
Q
O
o
O§( AlocHN \/\/”\
NH

mercaptobuttersiureamid (68)

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 8.9 mg s
Q, NH 2
(>100%); gelbes 0. o
/—O
HPLC: Die UV-Absorption ist zu schwach. H:C

Das gewlinschte Produkt konnte massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden.

CioH30N6OoS (518.54)

Parallelsynthese am Rink-AMPS-Harz

In 10 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 43 (Beladung 0.67 mmol/g)) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 zur Abspaltung
des tert-Butyldimethylsilylethers mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung in
Acetonitril versetzt. Im Anschlul setzt man entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAVS fiir Carbamoylierung das Polymer mit 4-Chlorphenylisocyanat,
3,4-Dichlorphenylisocyanat, 2,4-Difluorphenylisocyanat, 4-Methyl-3-
nitrophenylisocyanat, 4-Nitrophenylisocyanat, 3-Fluorphenylisocyanat, 2-
Nitrophenylisocyanat, Ethyl-4-isocyanatobenzoat, 3-Acetylphenylisocyanat und 4-
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Ethoxyphenylisocyanat um. Das Polymer wird anschlieend sorgfiltig gewaschen: 3 x
N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd,
2 x Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x
Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend zweimal mit Diethylether. Man
trocknet das Polymer i. Hochvak. Die Abspaltung vom polymeren Tréger erfolgt nach
der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVI1 mit 50%iger Trifluoressigsdure in

Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-
chlorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (69)

Ny

HO
Q
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 31.0 mg 0% o
o AlocHN
% \/\)kNH

(85.2%); farbloser amorpher Feststoff. s

NH A

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 18.28 min
(46%), bei 4 = 220 nm; semi-priaparative HPLC: o
Gradient E, R; = 32.57 min.

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 9.2 mg (25.3%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3), d [ppm]: 7.20 (d, °J = 8.9 Hz, 2H, Ha,y, Carbamat); 7.11
(d, °J = 8.9 Hz, 2H, Hpyy, Carbamat); 5.67 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.60 (d, *J = 9.3
Hz, 1H, NH-C2); 5.31 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H1); 5.08 (dd, >J = 17.3 Hz, °J = 1.3 Hz, 1H,
CH,=CH-, Aloc, (trans)); 4.96 (dd, °J = 10.6 Hz, *J = 1.0 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc,
(cis)); 4.69 (dd, *J = 11.6 Hz, *J = 2.9 Hz, 1H, H3); 4.43 (m., 1H, H2); 4.37 (m,, 2H, -
CH>-, Aloc); 4.22 (m,, 1H, H5); 3.89 (m,, 1H, H4); 3.53 (dd, °J = 12.8 Hz, °J = 8.2 Hz,
1H, He,); 3.22 (me, 1H, Hgy); 2.58 (me, 2H, SCH,CH,); 2.21 (t, °J = 7.4 Hz, 2H,
CH,COOCH3); 1.84 (m., 2H, SCH,CH>).

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 1651.5 (2%, [3M+Na]", ber.:
1651.4), 1107.4 (100%, [2M+Na], ber.: 1107.3), 581.1 (24%, [M+K]", ber.: 581.1),
565.2 (98%, [M+Na]", ber.: 565.1).

C,1H»,CINgO7S (542.99)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(3,4-

dichlorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (70)

HO |°
Q
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 31.8 mg oQ(O o
AlocHN \/\/”\
NH

(82.2%); farbloser amorpher Feststoff. NH °

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, Q
R, = 18.68 min (67%), bei 2 = 220 nm. Das Produkt ¢ b

konnte nicht isoliert werden.

ESI-MS (Gerit 2), positiv m/z = 1177.2 (45%, [2M+Na]*, ber.: 1107.2), 599.1 (100%,
[M+Na]®, ber.: 599.1).

C21H26C1aN6O7S (577.44)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(2,4-

difluorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (71)

Ho \°
QO
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 47.0 mg o§(o o
AlocHN \/\/”\
NH.

(128.8%); braunes Ol. NH s

2

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 17.70 min
(42%), bei A = 220 nm; semi-praparative HPLC: F
Gradient E, R; = 30.77 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 11.6 mg (31.8%, bezogen auf Kohlenhydrat
am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 1111.3 (100%, [2M+Na]", ber.:
1111.3), 567.1 (40%, [M+Na]", ber.: 567.1), 545.2 (5%, [M+H]", ber.: 545.2).

Co1Ha6FoNgO7S (544.53)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-methyl-3-

nitrophenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiaureamid (72)

HO \°
o
Die Konzentration des 4-Methyl-3- o
0§( AlocHN \/\/ﬁ\
NH

nitrophenylisocyanats wird auf 5% reduziert. Dieser N s ]

Reaktant wird als eine Suspension in absol. Dioxan

eingesetzt. HC
NO,

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 13.0 mg (34.2%); braunes OL.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 19.18 min (13%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 31.87 min.

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 0.8 mg (2.1%, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 606.2 (19%, [M+K]", ber.: 606.1),
590.2 (100%, [M+Na]", ber.: 590.2), 568.2 (5%, [M+H]", ber.: 568.2).

C22H29N700S (567.57)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-
nitrophenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiaureamid (73)

Na

HO
Q
Die Konzentration des 4-Nitrophenylisocyanats wird O%
(o}
O AlocHN
~( P

auf 5% reduziert. Dieser Reaktant wird als eine " s

Suspension in absol. Dioxan eingesetzt.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 11.6 mg o~
(31.3%); hell gelber amorpher Feststoff.
Das gewiinschte Produkt konnte nicht mittels massenspektrometrischer Analyse

nachgewiesen werden.

C21H27N700S (553.55)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(3-

fluorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (74)

HO Mo
Q
Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 28.0 mg (79.3%); o o
o AlocHN
~ U

hell gelber amorpher Feststoff. s

NH

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 18.58 min Q
(36%), bei 4 = 220 nm; semi-praparative HPLC: Gradient
E, R;=31.87 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 8.8 mg (24.9%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 1075.4 (89%, [2M+Na]", ber.:
1075.3), 1053.4 (100%, [2M+H]", ber.: 1053.3), 549.2 (64%, [M+Na]", ber.: 549.2),
527.2 (8%, [M+H]", ber.: 527.2).

C,1H27FN6O7S (526.54)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(2-

nitrophenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (75)

Ho N
Q
Die Konzentration des 2-Nitrophenylisocyanats wird auf O%O o
AlocHN \/\/”\
NH.

5% reduziert. Dieser Reaktant wird als Suspension in NH ®

absol. Dioxan eingesetzt. ©\N o,

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 34.6 mg (93.3%); hell gelber amorpher
Feststoff.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 18.67 min (86%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 31.68 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 15.3 mg (41.2%, bezogen auf Kohlenhydrat

am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCl5), 6 [ppm]: 8.27 (d, *J = 8.6 Hz, 1H, Hp.y, Carbamat); 8.08
(d, 3] =8.6 Hz, 1H, Hay, Carbamat); 7.76 (m., 1H, Hary, Carbamat); 7.09 (m, 1H,
Haryi, Carbamat); 5.72 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.49 (d, 3J=95 Hz, 1H, NH-C2);
538 (d, *J = 5.3 Hz, 1H, H1); 5.13 (d, *J = 17.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.00
(d, °J = 10.4 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.79 (dd, °J = 11.5 Hz, °J = 2.9 Hz, 1H,
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H3); 4.52 (m,, 1H, H2); 4.43 (m,, 2H, -CH.-, Aloc); 4.27 (m., 1H, H5); 3.98 (m., 1H,
H4); 3.59 (dd, °J = 12.5 Hz, °J = 1.6 Hz, 1H, Hg,); 3.27 (dd, >/ = 12.9 Hz, °J = 4.4 Hz,
1H, Hep); 2.62 (me, 2H, SCH,CH>); 2.26 (t, *J = 7.4 Hz, 2H, CH,COOCH3); 1.89 (m,,
2H, SCH,CH,).

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 1129.4 (44%, [2M+Na]", ber.:
1129.3), 1107.4 (11%, [2M+H]", ber.: 1107.3), 576.2 (100%, [M+Na]*, ber.: 576.2),
554.2 (19%, [M+H]*, ber.: 554.2).

C21H27N700S (553.55)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-
ethoxycarbonylphenylcarbamoyl)-a-D- N,

HO
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (76) 2
O% ° AlocHN \/\/I(J)\
NH

S
NH

2

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 23.4 mg
(60.2%); gelber amorpher Feststoff. o

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 17.70 min ( ©
(32%), bei A = 220 nm; semi-praparative HPLC: Ot
Gradient E, R; = 31.42 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 7.5 mg (32.1%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 1183.4 (100%, [2M+Na]", ber.:
1183.4), 1161.4 (30%, [2M+H]", ber.: 1161.4), 603.2 (92%, [M+Na]", ber.: 603.2),
581.2 (2%, [M+H]", ber.: 581.2).

Ca4H3:N6OoS (580.61)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(3-

acetylphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (77)

HO |°
Q
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 23.3 mg (63.1%); O#O o
AlocHN \/\/”\
NH

gelber amorpher Feststoff. NH °

2

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 16.63 min
(50%), bei A = 220 nm; semi-praparative HPLC:
Gradient E, R; = 28.67 min.

H;C

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 5.4 mg (13.9%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 1673.6 (4%, [3M+Na]", ber.:
1673.5), 1123.4 (100%, [2M+Na]", ber.: 1123.4), 1101.4 (16%, [2M+H]", ber.: 1101.4),
589.2 (28%, [M+K]", ber.: 589.2), 573.2 (73%, [M+Na]", ber.: 573.2), 551.2 (2%,
[M+H]", ber.: 551.2).

Ca3H30N6OsS (550.58)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-

ethoxyphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (78)

HO |°
Q
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 36.1 mg Q(o% o
o AlocHN
\/\)J\NH

(98.0%); gelber amorpher Feststoff. \H S

2

HPLC: analytische = HPLC: Gradient A,

R; = 17.55 min (33%), bei 4 = 220 nm; semi- qQ
praparative HPLC: Gradient E, R; = 31.45 min. HSC)

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 9.8 mg (26.5%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 1144.4 (7%, [2M+K]", ber.:
1144.4), 1127.4 (78%, [2M+Na]", ber.: 1183.4), 1105.4 (100%, [2M+H]", ber.: 1105.4),
575.2 (62%, [M+Na]™, ber.: 575.2), 553.2 (2%, [M+H]", ber.: 553.2).

Ca3H3:N6OsS (552.60)
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Neben dem gewiinschten Produkt wird auch das zweifach carbamoylierte Produkt, 3-
Allophanat:  S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(di-(4-
ethoxyphenyl)-allophanat)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (79),
isoliert:

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 19.07 min (31%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 35.28 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 7.4 mg (15.4%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.
ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 738.4 (15%, [M+Na]", ber.: 738.2),
C3,H41N7O10S (715.77)

6.9 Synthesen zum Kapitel 3.3.4.2

Parallelsynthese mit Aminosiiuren am Rink-Tentagel®-Polymer

In 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 zur Abspaltung
des tert-Butyldimethylesters mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid versetzt. Im
Anschluf} setzt man das Polymer entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV7
zur Esterbildung in der 3-Position mit Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
GIn(Trt)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH und p-Boc-Aminobenzoesédure
um. Das Polymer wird anschlieBend sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid,
3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und
Diethylether und anschlieend zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i.
Hochvak. Die Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5%

Dimethylsulfid als Scavenger.
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-a-D-

Na

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (80) HO
Q
o ° 0
AlocHN
\/\)j\NH

Ausbeute vor semi-prdparativer HPLC: 17.2 mg s

FmocHN

2

(>100%); tarbloser amorpher Feststoff.

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 18.67 min (89%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 31.00 min.

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.1 mg (16.5%, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 691.42 (35%, [M+Na]", ber.:
691.22), 642.77 (5%, [M]*, ber.: 642.24), 412.24 (75%, 3-OH, [M+Na]", ber.: 412.13);
179.11 (100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C31H36N600S (668.72)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(N-9-

fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

N,

mercaptobuttersiureamid (81) HO
NHFmoc QO
H.N H\/\ k’(o&' o
\"/ N AlocHN \/\)J\
0 NH

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: NH s

2

7.4 mg (50.8%); farbloser amorpher Feststoff.

Das Produkt kann im Rohprodukt nachgewiesen werden, wobei die Isolierung gelang

nicht.
ES- MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 768.38 (100%, [M+H]", ber.: 768.31).
C35H46NoOoS (768.86)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersdureamid (82)

Ho e
NHFmoc Q
. . . H,N O
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 6.5 mg ™ \n/\ R o
S\/\)J\
o o NH

2

(46.2%); farbloser amorpher Feststoff.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 15.92 min (43%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 25.77 min.

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 0.8 mg (5.7%, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 1501.58 (64%, [2M+Na]", ber.:
1501.52), 778.27 (3%, [M+K]", ber.: 778.23), 762.28 (100%, [M+Na]", ber.: 762.25).
C1H»7N;,04S (533.56)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiureamid (83) Ho e
a NHFmoc Q
HN
\)\\\\“\“.k’(o |
AlocHN \/\/“\
NH.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 7.1 mg ! S

2

(49.9%); farbloser amorpher Feststoff.

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 17.27 min (60%, 83), R; = 18.30 min (24%,
83*), bei 4 = 214 nm; semi-priaparative HPLC: Gradient A, R, = 29.00 min, 83, R, =
31.13 min, 83"

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC:

Epimer 83: 1.8 mg (12.6%, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher
Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 1519.59 (39%, [2M+Na]", ber.:
1519.52), 1497.61 (6%, [2M+Na]™, ber.: 1497.54), 787.27 (3%, [M+K]", ber.: 787.23),
771.29 (100%, [M+Na]*, ber.: 771.29), 749.31 (16%, [M+H]", ber.: 749.27).

Epimer 83": 0.4 mg (2.8%, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher
Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 2), positiv m/z = 1519.60 (10%, [2M+Na]", ber.:
1519.52), 787.28 (6%, [M+K]", ber.: 787.23), 771.29 (61%, [M+Na]®, ber.: 771.29),
749.31 (100%, [M+H]", ber.: 749.27), 412.15 (3%, [M-Fmoc-His, -3-TBSO, +Na]",
ber.: 412.13).

C35H4oNgOoS (748.81)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (84)

NS

HO
Ausbeute vor semi-préiparativer HPLC: 5 mg .NHFmoco o
(50.8%); farbloser amorpher Feststoff. T e \/\/I(J)\
.8%); p . 1 ! "
Das Produkt kann im Rohprodukt nachgewiesen werden. Das HPLC-Chromatogramm
zeigt mehrere stark absorbierende Substanzen, die aufgrund geringer Loslichkeit des

Rohproduktes nicht analysiert und identifiziert werden konnen. Eine Isolierung gelang

nicht.

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 9.40 min (6%), 11.80 min (2%), 15.05 min
(20%), 16.98 min (31%); 18.08 min (12%), 21.70 min (7%), bei A = 214 nm.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 2), positiv m/z = 1479.69 (1%, [2M+H]", ber.: 1479.61),
740.37 (62%, [M+H]", ber.: 740.31), 518.29 (27%, [M-Fmoc+H]", ber.: 518.24), 479.19
(100%).

C35H4sN700S (739.84)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(4-
aminobenzoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (85)

H,N

HO 6
Q
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 14.0 mg (>100%); o o
AlocHN
\/\)J\NH

gelber amorpher Feststoff. 0 S

Das Produkt kann im Rohprodukt nicht nachgewiesen werden.
ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 2), positiv m/z = 801.32 (100%), 412.16 (30%, [M-(4-
NH,-PhCO)+Na]", ber.: 412.13).

C21H2sN6O7S (508.55)
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6.10 Synthesen zum Kapitel 3.3.5.1

Parallelsynthese am Rink-Tentagel-S-NH,®-Harz

In fiinf mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden jeweils 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.15 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV3 zur Spaltung
des p-Methoxybenzylethers umgesetzt. Direkt danach setzt man entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS8 fiir Carbamoylierung das Polymer mit 4-
Fluorphenylisocyanat, 4-Cyanophenylisocyanat, fert-Butylisocyanat, Allylisocynat,
Ethylisocyanatoacetat um. Das Polymer wird sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-
Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x
Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 X
Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend zweimal mit Diethylether. Man
trocknet das Polymer i. Hochvak. AnschlieBend wird die ter-Butyldimethylsilylether-
Schutzgruppe nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 mit
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung in Acetonitril entfernt. Die Abspaltung
vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV14 mit
50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als

Scavenger.

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(4-

fluorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (86)

HO
o

(58.2%); farbloser amorpher Feststoff.
S\/\/”\NH

(o}
RS Wl
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 4.6 mg H Q
AlocHN

2

HPLC: analytische HPLC: Gradient A,
R, = 1825 min (91%), bei A = 221 nm; semi-priparative HPLC: Gradient E,
R;=31.07 min.

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.9 mg (24.1%, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 565.3 (5 %, [M+K]", ber.: 565.1),
549.3 (100 %, [M+Na]®, ber.: 549.2), 527.3 (20 %, [M+H]", ber.: 527.2).
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C,1H27,FN6O7S (526.54)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(4-

cyanophenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (87)

Q
)
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 6.2 mg H &y
HO
[0}
AlocHN

(77.5%); farbloser amorpher Feststoff.

S\/\)J\NHZ
HPLC: analytische HPLC: Gradient A,
R; = 17.60 min (95%), bei 1 = 254 nm; (85%), bei 214 nm; semi-praparative HPLC:

Gradient E, R; = 30.00 min

Ausbeute nach semi-préaparativer HPLC: 1.1 mg (13.8%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 572.3 (5 %, [M+K]", ber.: 572.1),
556.3 (100 %, [M+Na]", ber.: 556.2), 534.3 (10 %, [M+H]", ber.: 534.2).

CyH27N707S (533.56)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(tert-

butylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (88)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 2.6 mg

Q
ﬁ\ %o No
(35.5%); gelber amorpher Feststoff. N o
AlocHN

HPLC: Die UV-Absorption ist zu schwach, so daf}
S\/\)J\NHE

das Produkt mittels HPLC nicht gereinigt werden

kann.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 527.3 (15 %, [M+K]+, ber.: 527.2), 511.3
(80 %, [M+Na]+, ber.: 511.2).

C19H32N607S (488.56)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(allylcarbamoyl)-
a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (89)

o]

Ao

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 4.0 mg ™V

Q

(56.3%); farbloser amorpher Feststoff. HO o

AlocHN
HPLC: Die UV-Absorption ist zu schwach; das S\/\/”\NHz
Produkt wird mittels HPLC nicht gereinigt.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 511.2 (10 %, [M+K]*, ber.: 511.1), 495.3
(55%, [M+Na]", ber.: 495.2), 473.3 (20 %, [M+H]", ber.: 473.2).

CisH2sNsO7S (472.52)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-
(ethoxycarbonylmethylcarbamoyl)-a-D-

galactopyranosyl]-4- C}KO N,
mercaptobuttersiureamid (90) HC— 0\\0(\N . Q

o

AlocHN
S
NH.

2

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 4.6 mg
(59.0%); gelber amorpher Feststoff.

HPLC: Die UV-Absorption ist zu schwach; das Produkt wird mittels HPLC nicht
gereinigt.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 557.3 (10 %, [M+K]", ber.: 557.1), 541.3
(100%, [M+Na]", ber.: 541.2), 519.2 (15 %, [M+H]", ber.: 519.2).

Ci9H30N6O0oS (518.54)
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Parallelsynthese am Rink-AMPS-Harz

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(4-

chlorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (91)

HO

Q
Cl
. . . \Q\ %O [N
In eine mit Polyethylenfritten verschlossene 5 N o
AlocHN

mL-Spritze werden 100 mg des Polymers 43
(Beladung 0.67 mmol/g) eingewogen. Das am S\/\)J\NHZ

[0}

Harz gebundene Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV3 zur Spaltung des p-Methoxybenzylethers umgesetzt. Im Anschlufl setzt man
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV8 fiir Carbamoylierung das
Polymer mit 4-Chlorphenylisocyanat um. Das Polymer wird sorgfiltig gewaschen: 3 x
N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd,
2 x Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x
Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend zweimal mit Diethylether. Man
trocknet das Polymer i. Hochvak. Anschlieend wird die tert-Butyldimethylsilylether-
Schutzgruppe nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 mit
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung in Acetonitril entfernt. Die Abspaltung
vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV14 mit
50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als

Scavenger.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 13.3 mg (36.5%); hell brauner amorpher
Feststoff.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 18.07 min (33%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 32.57 min.

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 3.8 mg (10.4%, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 1629.4 (4%, [3M+H]", ber.:
1629.4), 1107.4 (7%, [2M+Na]", ber.: 1107.3), 1085.4 (100%, [2M+H]", ber.: 1185.4),
565.2 (10%, [M+Na]™, ber.: 565.2), 543.2 (16%, [M+H]", ber.: 543.1).

C,1H27CIN6O7S (542.99)
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6.11 Synthesen zum Kapitel 3.3.5.2

Parallelsynthese am Rink-Tentagel®~-Polymer

In 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV3 zur Abspaltung
des p-Methoxybenzylethers mit DDQ versetzt. Im Anschluf} setzt man entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV7 zur Esterbildung in der 3-Position das Polymer
mit Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH
und p-Boc-Aminobenzoesdure um. Das Polymer wird anschlieBend sorgfiltig
gewaschen: 3 x N, N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und
Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan
abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend
zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i. Hochvak. Die Abspaltung vom
polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger

Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger.

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiureamid (92a) NH o

JLMN

H,N H o
FmocHN Q
Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: HO Yy o
OC|

6.4 mg (38.2%); braungelber amorpher S\/\)J\NHQ
Feststoff. Im Rohprodukt kann neben dem gewiinschten Produkt 92a auch das silylierte
Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-3-O-fert-butyldimethylsilyl-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (92b) auch nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 882.52 (5%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
882.40), 768.40 (10%, [M+H]", ber.: 768.31), 526.24 (100%, [3-TBSO, M-Fmoc-
Arg+Na]+, ber.: 526.21),412.15 (45%, [M—Fmoc—Arg+Na]+, ber.: 412.13).

Eine weitere Analyse kann aufgrund der geringen Produktmenge und geringer

Loslichkeit nicht durchgefiihrt werden.
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C35Hs5sNoOoS (767.85)
C41Hs50NoOoSSi1 (882.39)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersidureamid (93a) 0
(Wo N,
HN FmocHN Q
AlocHN

HO

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 4.8 mg \/\/ﬁ\
(29.3%); braungelber amorpher Feststoff. ° NH

2

Im Rohprodukt kann neben dem gewiinschten Produkt 93a auch das silylierte Produkt
S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(N-9-fluorenyl-
methoxycarbonyl-L-histydyl)-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (93b) nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 863.42 (15%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
863.36), 749.26 (15%, [M+H]", ber.: 749.26), 526.22 (90%, [3-TBSO, M-Fmoc-
His+Na]®, ber.: 526.21), 504.30 (10%, [3-TBSO, M-Fmoc-His+H]", ber.: 504.23),
412.13 (100%, [M-Fmoc-His+Na]", ber.: 412.13).

Eine weitere Analyse kann aufgrund der geringen Produktmenge und geringer
Loslichkeit nicht durchgefiihrt werden.
Cs5HaoNgOoS (748.81)
C41Hs54NgOoSSi (863.07)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersidureamid (94a) Q Q
Ns

HN o
FmocHN Q
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 4.4 mg o 0
\/\)J\NH

(27.0%); braungelber amorpher Feststoff. °

2

Das gewiinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden.

C34H41N701()S (73980)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersidureamid (95a)

H,N N,

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 9.6 mg Q
FmocHN Q
(59.2%); gelber amorpher Feststoff. HO o
AlocHN
Im Rohprodukt kann neben dem gewiinschten S\/\/“\NHZ

Produkt 95a auch das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-
azido-6-desoxy-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-1ysyl)-3-O-tert-butyldimethyl-
silyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (95b) nachgewiesen werden.
ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 854.44 (25%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
854.39), 740.34 (20%, [M+H]", ber.: 740.31), 632.26 (8%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]",
ber.: 632.33), 526.24 (20%, [3-TBSO, M-Fmoc-Lys+Na]", ber.: 526.21), 412.13 (100%,
[M-Fmoc-Lys+Na], ber.: 412.13).

Eine weitere Analyse kann aufgrund der geringen Produktmenge und geringer
Loslichkeit nicht durchgefiihrt werden.
C35HasN700S (739.84)
C41Hs59N700SS1 (854.10)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-0-(4-
aminobenzoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (96a)

0]

Ny

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 3.3 mg /@)‘\o )
H,N
AlocHN

(27.0%); gelber amorpher Feststoff. HO
Das gewiinschte Produkt kann nicht nachgewiesen S\/\/”\NH2

werden.

Ca1H2sN6O7S (508.55)
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6.12 Synthesen zum Kapitel 3.3.6

Parallelsynthese mit Aminoséuren fiir Rink- AMPS-Harz

In 8 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 43 (Beladung 0.63 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV6 zur Reduktion
der Azido-Gruppe nach Staudinger verarbeitet. Im Anschlufl setzt man entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Amidbildung in der 2-Position AAV10 das Polymer
mit Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-
GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OrBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH und Phenylessigsdure um.
Das Polymer wird anschlieBend sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid, 3 x
N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und
Diethylether und anschlieend zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i.
Hochvak. Die Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV14 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit

Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

glycyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (97a)
o

)‘\/NHFmoc
HN

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 24.8 mg (82.4%); ¢

Q

brauner amorpher Feststoff. Im Rohprodukt konnen sowohl +o o

AlocHN
gewiinschtes Produkt 97a als auch Nebenprodukt S-[2-N- S\/\)J\NH
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-

2

amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (97b) nachgewiesen werden.

Man isoliert nur das silylierte Produkt 97b.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 23.50 min (59%), bei 4 = 220 nm.

Ausbeute: 7.1 mg (16.1% nach semi-priaparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz); hell gelber amorpher Feststoff.
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ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 779.09 (100%, [3-TBSO, M+Na]",
ber.: 779.31), 557.18 (10%, [3-TBSO, M-Fmoc+Na]", ber.: 557.24).

C31H33N400S (642.72)
C37H5,N409SSi1 (756.98)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

histydyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (98a)

o

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 23.8 mg (45.2%); roter HN \@NH

amorpher Feststoff. Das gewiinschte Produkt 98a kann im i o )

HO
Rohprodukt nicht gefunden werden. Es wird nur das silylierte AlocHN s\/\)?\
Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9- b
fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-
D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (98b) nachgewiesen, dessen Isolierung
jedoch nicht gelang. Das HPLC-Chromatogramm zeigt zwei stark absorbierende

Substanzen, die nicht charakterisiert werden konnen.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 859.46 (8%, [3-TBSO, M+Na]", ber.:
859.35), 837.47 (10%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 837.37), 542.30 (52%), 519 (100%).

C35H4oNgOoS (722.81)
C41H56N609SSi (837.07)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

leucyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (99a)

(0]
Ausbeute vor semi-prdparativer HPLC: 25.0 mg (48.9%, +o T NHFmoc

Q

[40%-50%]); rotbrauner amorpher Feststoff. Das gewiinschte .

Produkt kann im Rohprodukt nicht gefunden werden. Es wird oot s\/\)J\NH
nur das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-

2

fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdaureamid (99b) nachgewiesen.

HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R; = 25.15 min (38%), bei A = 220 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient E, R, = 40.32 min. Ausbeute: 1.8 mg (3.5% nach semi-
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praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

Aufgrund der geringen Loslichkeit bereitet die semi-praparative Reinigung Probleme.

ESI-MS (isoliertes Produkt , Gerit 2), positiv m/z = 1647.90 (4%, [3-TBSO, 2M+Na]",
ber.: 1647.76), 835.44 (100%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 835.37).

C35H46N4OoS (698.83)
C41Hs0N4OoSSi1 (813.09)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
arginyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiure-

-amid (100a) fl "
" NG N H)]\ NH,

HO NHFmoc

Q

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 19.7 mg (36.5%); +o

o)

dunkelroter amorpher Feststoff. Das gewiinschte Produkt - S\/\)‘\NHZ
100a kann im Rohprodukt nicht gefunden werden. Es wird nur das silylierte Produkt S-
[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
arginyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (100b) nachgewiesen, dessen Isolierung aber mifllang. Das

HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere absorbierende Substanzen, die nicht

charakterisiert werden konnen.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 856.48 (7%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
856.41), 837.47 (10%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 837.37), 576.37 (100%), 542.28 (61%),
519.22 (84%).

C3sH47N700S (741.85)
C41H61N700SSi (856.12)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glutaminyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiureamid (101a) i \)L
= NH

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 25.3 mg (48.5%); +o
AlocHN
dunkelroter amorpher Feststoff. Das gewiinschte Produkt S\/\)J\NHZ
101a kann im Rohprodukt nicht gefunden werden. Es wird nur das silylierte Produkt S-
[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glutaminyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (101b) nachgewiesen, dessen Isolierung jedoch nicht gelang.
Das HPLC-Chromatogramm zeigt zwei stark absorbierende Substanzen, die nicht

charakterisiert werden konnen.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 866.41 (18%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
866.32), 850.42 (100%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 850.35), 576.38 (6%), 542.28 (12%),
519.22 (21%).

C34H43N5040S (713.80)

C40Hs57N5040SS1 (828.00)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glutamyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiaureamid
(102a) o

o
HN)H"N\\\\\)I\OH
HO NHFmoc
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 16.6 mg (31.8%); Q
HO
dunkelroter amorpher Feststoff. Das gewiinschte Produkt AlocHN i
S\/\/”\NH

2

102a kann im Rohprodukt nicht gefunden werden. Es wird

nur das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutamyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-
D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid ~ (102b)  nachgewiesen,  dessen
Isolierung jedoch nicht gelang. Das HPLC-Chromatogramm zeigt absorbierende

Substanzen, die nicht charakterisiert werden konnen.
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ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 2), positiv m/z = 867.39 (18%, [3-TBSO, M+K]", ber.:
867.31), 851.41 (100%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 851.33), 576.38 (6%), 542.28 (13%),
519.22 (22%).

C34H4oN4O41S (714.78)
C40Hs56N40O41SSi (829.04)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

lysyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (103a)

(o}

B Y
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 13.0 mg (24.9%); "o T NHFmoc

Q
brauner amorpher Feststoff. Das gewiinschte Produkt 103a o

kann im Rohprodukt nicht gefunden werden. Es wird nur e S\/\)C‘)\NHE
das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (103b) nachgewiesen, dessen Isolierung

jedoch nicht gelang. Das HPLC-Chromatogramm zeigt absorbierende Substanzen, die

nicht charakterisiert werden konnen.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 850.29 (20%, [3-TBSO, M+Na]", ber.:
850.39), 828.24 (100%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 828.40), 577.19 (50%), 510.82 (75%).

C35H47N500S (713.84)
C41H61N500SSi (828.10)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(phenylacetyl)-amino-6-desoxy-a-
D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (104a) J\/@

HN
HO

Q

HO
o

. .. . . . AlocHN
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 13.0 mg (34.6%); S\/\)J\NHZ
brauner amorpher Feststoff. Das gewiinschte Produkt 104a kann im Rohprodukt nicht
gefunden werden. Es wird nur das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-
2-desoxy-6-N-(phenylacetyl)-amino-6-desoxy-3-O-fert-butyldimethylsilyl-a-D-

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (104b) nachgewiesen.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient A, R, = 25.98 min (35%), bei A = 220 nm; semi-
priaparative HPLC: Gradient E, R, = 24.93 min. Ausbeute: 1.9 mg (5.1% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt , Gerit 2), positiv m/z = 618.17 (100%, [3-TBSO, M+Na]",
ber.: 618.17), 596.13(<5%, [3-TBSO, M+H]", ber.: 596.28).

CH31N307S (481.19)
C,3H45N50,SSi (595.82)

Parallelsynthese am Rink-Tentagel®-Polymer

In 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS zur Reduktion
der Azido-Gruppe nach Staudinger verarbeitet. Im Anschluf} setzt man entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV9 zur Amidbildung in der 2-Position das Polymer
mit Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH
und und p-Boc-Aminobenzoesdure um. Das Polymer wird anschliefend sorgfiltig
gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und
Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan
abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend
zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i. Hochvak. Die Abspaltung vom
polymeren Tréager erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger

Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger.

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

histydyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (98a)
o

\\(\ NH

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 13.4 mg (84.3%); o 7 NHFmoe N~
Q

gelber amorpher Feststoff. Das HPLC-Chromatogramm zeigt o

zwel stark absorbierende Substanzen, die auf das gewiinschte Hoert S\/\/”\NH
Produkt 98a als auch das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-

2

6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (98b) hinweisen.
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Aufgrund der geringen Loslichkeit des Produktes ist die Reinigung mittels semi-

praparativer HPLC erschwert.
Gewiinschtes Produkt 98a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 13.22 min (37%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G (Zugabe von DMSO, CH30H und CH3CN), R, = 13.28
min.

Ausbeute: 1.6 mg (11.6% nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 1), positiv m/z = 745.32 (15%, [M+Na]", ber.:
745.26), 723.36 (20%, [M-H]", ber.: 723.28), 604.35 (50%), 179.05 (100%, [DBF+H]",
ber.: 179.09).

C35H42N6OoS (722.81)
Nebenprodukt 98b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 22.67 min (54%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G (Zugabe von DMSO, CH30H und CH3;CN), R, = 28.65

min.

Ausbeute: 2.5 mg (15.7% nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 856.46 (5%, [3-TBSO, [M+Ca]2+,
ber.: 856.34), 742.36 (65%, 3-OH, [M+Ca]*", ber.: 742.25), 604.35 (40%), 179.04
(100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C41H56N6O09SSi (837.07)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
arginyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

(o] NH
mercaptobuttersiaureamid (100a) .

HO NHFmoc

Q

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 15.6 mg (96%); H° o
AlocHN \/\)‘\
gelber amorpher Feststoff. ° NH

Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere stark absorbierende Substanzen.

2
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HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 7.53 min (44%), 15.00 min (14%), 17.17
min (42%), bei A = 214 nm. Aufgrund geringer Loslichkeit kann das gewiinschte

Produkt nicht isoliert werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 764.32 (5%, [M+Na]®, ber.: 764.31),
742.34 (10%, [M+H]", ber.: 742.32), 500.12 (5%, [6-NH,, M-Fmoc-Arg+Na]", ber.:
500.22), 179.03 (100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C3sH47N700S (741.85)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-

glutaminyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

(0] o

mercaptobuttersiaureamid (101a) X

HN - \)I\NHz

HO NHFmoc
O
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 16.2 mg (>100%); +Ho o
AlocHN \/\)‘\

farbloser amorpher Feststoff. Im Rohprodukt kann sowohl das ° NH,

gewiinschte Produkt 101a als auch das silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-
amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxy-carbonyl-L-glutaminyl)-amino-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galacto-pyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (101b)

nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 850.37 (15%, [3-TBSO, M+Nal]*, ber.:
850.35), 752.20 (5%, [M+K]", ber.: 752.24), 736.30 (15%, [M+Na]", ber.: 736.26),
714.42 (<5%, [M+H]", ber.: 714.28), 628.34 (18%, [3-TBSO, M-Fmoc+Na]", ber.:
628.28), 514.24 (12%, [M-Fmoc+Na]®, ber.: 514.19), 500.20 (10%, [3-TBSO, 6-NH,,
M-Fmoc-GIn+Na]*, ber.: 500.22), 386.19 (12%, [6-NH,, M-Fmoc-GIn+H]*, ber.:
386.14), 179.03 (100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

Aufgrund der geringen Loslichkeit wird nur die Hilfte des erhaltenen Rohprodukts der
Analyse unterzogen.

Gewilinschtes Produkt 101a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 12.90 min (21%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G (Zugabe von DMSO, CH30H und CH3CN), R; = 19.08
min. Ausbeute: 0.9 mg (6.6% nach semi-praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat

am Harz,); farbloser amorpher Feststoff.
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ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 1), positiv m/z = 736.43 (10%, [M+Na]", ber.:
736.26), 697.86 (20%, [M-NH,]", ber.: 697.25), 641.74 (50%), 401.38 (85%), 360.41
(100%).

C34H43N5040S (713.80)
Nebenprodukt 101b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R; = 21.72 min (79%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 46.70 min. Ausbeute: 1.7 mg (10.8% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 850.49 (45%, [3-TBSO, M+Na]",
ber.: 850.35), 828.58 (5%, [M+H]", ber.: 828.37), 628.41 (80%, [3-TBSO, M-
Fmoc+Na]", ber.: 628.28), 606.48 (90%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]", ber.: 606.30), 469.41
(95%), 179.07 (100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C40Hs57N5040SSi (828.06)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
lysyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (103a)

(o}

\\\\\\\/\/ NH,

NHFmoc
Q

HN

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 11.7 mg (74.4%); o
farbloser amorpher Feststoff. Im Rohprodukt kann sowohl
o

. . . AlocHN
das gewiinschte Produkt 103a als auch das silylierte Produkt s \/\JI\NH
S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxy-carbonyl-L-

2

lysyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (103b) nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 828.47 (20%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
828.40), 736.33 (5%, [M+Na]", ber.: 736.30), 714.43 (100%, [M+H]", ber.: 714.32),
606.43 (10%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]", ber.: 606.34), 478.36 (10%, [3-TBSO, 6-NH,,
M-Fmoc-Lys+H]", ber.: 478.24), 179.03 (20%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

Aufgrund geringer Loslichkeit kann die weitere Analyse nicht durchgefiihrt werden.
C35H47N500S (713.84)
C41Hg1N500SSi (828.10)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(4-aminobenzoyl)-amino-6-desoxy-

a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (105a)

(o}

Ausbeute vor semi-prdparativer HPLC: 14.2 mg (>100%); HNJ\Q\
O NH

gelber amorpher Feststoff.

2

HO
o

. . AlocHN
Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere stark absorbierende $ \/\J\NH

Substanzen.

2

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 4.97 min (59%), 6.13 min (4%), 13.03 min
(4%), 17.45 min (22%, 105b); 22.27 min (3%), 23.07 min (3%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G (Zugabe von DMSO, CH30H und CH;CN), R, = 22.33
min.

Das reine Produkt kann durch HPLC nicht isoliert werden. ESI-MS-Daten fiir die mit

Hilfe semi-praparativer HPLC isolierte Fraktion:

ESI-MS (Gerit 1), positiv m/z = 619.34 (5%, [3-TBSO, M+Na]", ber.: 619.26), 521.18
(15%, [M+K]", ber.: 521.15), 505.23 (100%, [M+H]", ber.: 505.17), 483.19 (<5%,
[M+H]", ber.: 483.19).

Co1H30N4O7S (482.55)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(1-phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-
carbonyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid

(106a) 0

7
Ausbeute vor semi-prdaparativer HPLC: 14.4 mg (>100%); o HNJ\(\/N@

farbloses Ol.

N=—N
Q

HO.
o

Das HPLC-Chromatogramm zeigt zwei stark absorbierende Hoet S\/\)‘\NH
Substanzen, die auf das gewiinschte Produkt 106a und das silylierte Produkt S-[2-N-

2

(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-zert-butyldimethylsilyl ~ 6-N-(1-phenyl-1H-1,2,3-
triazol-4-carbonyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdaureamid

(106b) hinweisen.

Im Rohprodukt konnen beide Produkte nachgewiesen werden. Aufgrund geringer
Loslichkeit des Produktes wird die Reinigung mittels semi-praparativer HPLC

erschwert.
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ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 687.46 (30%, [3-TBSO, [M+K]", ber.:
687.24), 573.37 (20%, [M+K]", ber.: 573.15), 557.33 (35%, [M+Na]*, ber.: 557.18),
510.53 (90%), 227.09 (100%).

Gewiinschtes Produkt 106a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 10.78 min (30%), bei 4 = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G (Zugabe von DMSO, CH30H und CH;CN), R, = 11.65
min.

Ausbeute: 1.9 mg (18.7% nach semi-préaparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 557.37 (100%, [M+Na]®, ber.:
557.18), 406.25 (45%).

C23H30N6O7S (534.59)
Nebenprodukt 106b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 20.62 min (58%), bei 4 = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G (Zugabe von DMSO, CH3;0H und CH3;CN), R, = 44.4
min.

Ausbeute:1.0 mg (8.1% nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am

Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 671.51 (100%, [3-TBSO, [M+Na]",
ber.: 671.27), 406.25 (40%).

C2oH44N6O7SS1 (648.85)

6.13 Synthesen zum Kapitel 3.3.7

N, N "-Di-(tert-butoxycarbonyl)guanidin (107)*"

Zu einem Gemisch aus 10 g (0.105 mol) Guanidinhydrochlorid und 16.8
g (0.420 mol) Natriumhydroxid in 100 mL Wasser werden 200 mL

BocHN NHBoc

Dioxan zugegeben. Unter Kiihlung bei 0 °C werden 50.04 g (0.231 mol) Di-tert-

butylcarbonat auf einmal zugegeben. Man ldsst die Reaktionslésung innerhalb von 2 h

207 K. Feichtinger, H. L. Sings, T. J. Baker, K. Matthews, Goodman, M., J. Org. Chem. 1998, 63,
8432-8439.
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auf Raumtemperatur kommen und rithrt weitere 20 h. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch auf 1/3 des Volumens eingeengt mit 100 mL. Wasser verdiinnt. Die
wissrige Phase wird dreimal mit je 200 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden nacheinander mit 400 mL 10%iger Zitronensdure-Losung,
400 mL Wasser und 400 mL ges. NaCl-Lsg. Anschliessend wird die organische Phase
tiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Trockenmittel abfiltriert und das Losungsmittel
vollstindig i. Vak. entfernt. Es bleibt ein hellgelbes Ol zuriick, das nach kiirzerer Zeit
kristallisiert. Das Produkt wird zusitzlich mittels Flash-Sidulenchromatographie an
Kieselgel  gereinigt (Ry = 0.1, 100%  Dichlormethan, anschliefend
Dichlormethan:MeOH = 97:3).

Ausb.: 17.89 g, (0.688 mol, 65.5%, Lit. 59%); farblose Kristalle; Schmp.: 144-145 °C;
Lit.: 144-145 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds), 6 [ppm]: 10.42 (sy, 1H, C=NH); 8.45 (sp, 2H, NH,
Carbamat), 1.40 (s, 18H, 9xCH3).

FD-MS, positiv m/z = 260.3 (100 %, [M+H]", ber.: 260.2).

Ci11H2iN3O4S (259.30)

N,N"-Di-Boc-N “-trifluormethansulfonylguanidin (108)*"’

Eine Losung von 226 g (8.7 mmol)  N,N -Di-(tert- i
butoxycarbonyl)guanidin  (107) und 1.18 mL (0.92 g 9.1 mmol) —
Triethylamin in 100 mL absol. Dichlormethan wird auf
-78 °C gekiihlt und anschlieBend mit 1.51 mL (2.57 g, 9.1 mmol)
Trifluomethansulfonsdaureanhydrid ~ langsam  versetzt. Die  Temperatur  des
Reaktionsgemisches soll nicht — 65 °C iiberschreiten. Nach beendeter Zugabe ldsst man
die Reaktion innerhalb von 3 h auf Raumtemperatur kommen. Der Umsatz ist komplett
(diinnschichtchromatographische Kontrolle; Ry = 0.53, Dichlormethan). Die dunkel
braune Reaktionslosung wird auf 100 mL stark geriihrte und im Eisbad gekiihlte ges.
NaHCOs-Lsg gegossen. Die Phasen werden abgetrennt, und die organische Phase wird
tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Trockenmittel wird abfiltriert und das

Losungsmittel i. Vak. vollstindig abdestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird mittels
Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Ry=0.53, Dichlormethan).

207 K. Feichtinger, H. L. Sings, T. J. Baker, K. Matthews, Goodman, M., J. Org. Chem. 1998, 63,
8432-8439.
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Ausb.: 2.68 g, (6.8 mmol, 78.2%, Lit. 88%); dunkel gelbe Kristalle; Schmp.: 112-114
°C; Lit.: 114-115 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy), 6 [ppm]: 11.05 (sy, 2H, NH, Carbamat); 1.45 (s, 18H,
9xCH5).

FD-MS, positiv m/z = 391.8 (100 %, [M]*, ber.: 391.1).

C12H20F3N306S (391.36)

6.14 Synthesen zum Kapitel 3.3.7.1

Parallelsynthese A am Rink-Tentagel®-Polymer

In 3 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS5 zur Reduktion
der Azido-Gruppe nach Staudinger verarbeitet. Im Anschluf} setzt man entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV13 zur Einfilhrung der Di-Boc-geschiitzten
Guanidin-Funktion das Polymer mit N,N'-Di-Boc-N"-triflylguanidin (108) um. Das
Polymer wird sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x Methanol
und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und Diethylether und
anschlieend zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer 30 min i. Hochvak.
AnschlieBend wird das Harz nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 zur
Abspaltung des tert-Butyldimethylesters mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid
versetzt. Die freie Hydroxyfunktion in der 3-Position wird nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV7 mit Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH oder Fmoc-GIn(Trt)-
OH nach Steglich verestert. Die Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan

mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger.
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-0-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glycyl)-6-guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-
NH

4-mercaptobuttersiureamid (109) "

2

HO NH,
Q
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 14.5 mg o /" 0 N 0
S

. S
(>100%); gelbes Ol.

FmocHN

Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Substanzen.

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 11.98 min (5%), 12.40 min (26%), 13.72
min (13%), 15.43 min (3%), 16.33 min (3%), 17.40 min (6%), 19.38 min (6%), 20.33
min (5%), 20.92 min (29%), bei 4 = 214 nm. Die Reinigung mittels semi-praparativer
HPLC liefert das gewiinschte Produkt nicht.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 685.50 (100%, [M+H]", ber.: 685.27),
643.38 (8%, [6-NH,, M+H]", ber.: 643.24), 406.22 (20%, [M-Fmoc-Gly+H]", ber.:
406.18), 179.05 (80%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C32H40NOoS (684.76)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-0-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
histydyl)-6-guanidino-6-desoxy-a-D-

NH
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid
NH
HO NH,

(110) /=N NHFmoc Q

HN\)\ o
= - (0]
AlocHN M
S
0 NH

(>100%); gelbgriinliches Ol. Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Substanzen.

2

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 22.6 mg

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 9.85 min (27%), 10.18 min (4%), 11.12
min (13%), 13.05 min (16%), 16.18 min (5%), 17.40 min (6%), 22.35 min (6%), 24.65
min (25%), bei A = 214 nm. Die semi-priparative Reinigung mittels HPLC liefert das

gewiinschte Produkt nicht.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 765.47 (20%, [M+H]", ber.: 765.30),
723.44 (<5%, [6-NH,, M+H]*, ber.: 723.28), 543.37 (<5%, [M-Fmoc+H]*, ber.:
543.23), 406.22 (20%, [M-Fmoc-His+H]", ber.: 406.18), 179.05 (100%, [DBF+H]",
ber.: 179.09).

C36H4aNgO0S (764.85)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-0-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glutaminyl)-6-guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiureamid (111) a

HN
HO NH,
NHFmoc Q

Ausbeute  vor semi-prdparativer HPLC: HZN\"/\“‘“""H(O AlocHN \/\/,CJ’\
S
189 mg (>100%); farbloser amorpher ° © N

Feststoff. Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Substanzen.

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R; = 12.67 min (42%), 13.65 min (10%), 14.13
min (12%), 15.68 min (3%), 16.63 min (5%), 18.02 min (7%), 25.02 min (20%), bei 4 =
214 nm. Die semi-prédparative Reinigung mittels HPLC liefert das gewiinschte Produkt

nicht.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 756.44 (30%, [M+H]", ber.: 756.30),
736.37 (<5%, [6-NH,, M+H]*, ber.: 736.26), 543.30 (<5%, [M-Fmoc+H]*, ber.:
543.23), 406.23 (60%, [M-Fmoc-Gln+H]", ber.: 406.18), 179.05 (40%, [DBF+H]", ber.:
179.09), 162.09 (100%).

C35HasN7010S (755.84)

Parallelsynthese B am Rink-Tentagel®-Polymer

In 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden je 100 mg des
Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Das am Harz gebundene
Kohlenhydrat wird zuerst nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS5 zur Reduktion
der Azido-Gruppe nach Staudinger versetzt. Im Anschlufl setzt man entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV13 zur Einfilhrung der Di-Boc-geschiitzten
Guanidin-Funktion das Polymer mit N,N™-Di-Boc-N ™triflylguanidin (108) um. Das
Polymer wird sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-
Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x Dichlormethan, 2 x Methanol
undDichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 x Dichlormethan und Diethylether und
anschlieend zweimal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer 30 min i. Hochvak.
Anschlieend wird das Harz nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV2 zur
Abspaltung des tert-Butyldimethylesters mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid
versetzt. Direkt danach wird die freie Hydroxyfunktion in der 3-Position nach der

allgemeinen  Arbeitsvorschrift ~ AAV8  zur  Carbamoylierung mit  24-
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Difluorphenylisocyanat, 3-Fluorphenylisocyanat, 2-Nitrophenylisocyanat, 4-Methyl-3-
nitrophenylisocyanat und 3-Acetylphenylisocyanat versetzt. Die Abspaltung vom
polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger

Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger.

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-0-(2,4-difluorphenylcarbamoyl))-6-
guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (112)

NH

HN

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 22.3 mg (>100%); HO NH
Q

farbloser amorpher Feststoff. Im Rohprodukt kann sowohl o

O AlocHN f
das gewiinschte Produkt 112 als auch das 3- i S\/\)\NHZ
Allophanatderivat:  S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-

F

desoxy-3-0-(di-(2,4-difluorphenyl)-allophanat)-6- F
guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (117)

nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 716.33 (15%, [3-Allophanat, M+H]",
ber.: 716.21), 673.37 (<5%, 3-Allophanat, 6-NH,, M]", ber.: 673.18), 561.36 (85%,
[M+H]", ber.: 561.19), 541.27 (5%,6-NH,, [M+Na]", ber.: 541.15), 428.20 (55%, 3-OH,
[M+Na]", ber.: 428.18), 158.95 (100%).

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R; = 14.35 min (16%), 15.50 min (32%), 15.87
min (9%), 18.48 min (19%), 20.18 min (12%), 21.67 min (11%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 31.42 min, 41.18 min., (112), 50.17 min. Ausbeute:
1.7 mg (16.0% nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);
farbloser Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 1), positiv m/z = 561.40 (35%, [M+H]", ber.:
561.19), 541.32 (25%,6-NH,, [M+Na]*, ber.: 541.15), 386.22 (50%, 3-OH, 6-NH,,
[M+Na]™, ber.: 386.16), 121.06 (100%).

CH30F2NgO7S (560.57)
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S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-0O-(3-fluorphenylcarbamoyl))-6-

guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (113)

NH

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 17.8 mg e ;Hz
(>100%); gelber amorpher Feststoff. Im Rohprodukt o o

o AlocHN \/\)J\
kann das gewiinschte Produkt nachgewiesen werden. NH S NH,

ESI-MS (Rohprodukt, Gerét 1), positiv m/z = 565.35
(10%, [M+Na]®, ber.: 565.19), 5543.31 (100%, L
[M+H]", ber.: 543.20), 523.20 (<5%, [M+Na]*, ber.: 523.23).

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 14.36 min (5%), 15.28 min (6%), 16.28
min (60%), 16.88 min (9%), 17.97 min (4%), 20.23 min (6%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R; = 27.60 min, 32.65 min, 33.32 min. Das Produkt
kann nach der Reinigung nicht nachgewiesen werden. ESI-MS-Daten fiir die mittels

semi-praparativer HPLC isolierte Fraktion:

ESI-MS (Gerit 1), positiv m/z = 533.43 (70%), 396.37 (25%), 263.42 (40%), 121.05
(100%).

Cx»H3,FNsO7S (542.20)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-guanidino-6-desoxy 3-0-(3-nitro

phenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersaureamid (114)

Die Konzentration des 3-Nitrophenylisocyanats wird "

HN

auf 5% reduziert. Dieser Reaktant wird als Suspension HO NHe
Q
in absol. Dioxan eingesetzt. o o
o AlocHN
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 22.8 mg NH S\/\/”\NHZ

(>100%); gelbes Ol. Im Rohprodukt kann sowohl das
gewiinschte  Produkt 114 als auch das 3- \o,
Allophanatderivat: S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-(di-(3-nitrophenyl)-
allophanat)-6-guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid

nachgewiesen (118) werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 734.31 (15%, [3-Allophanat, M+H]",
ber.: 734.22), 691.41 (<5%, 3-Allophanat, 6-NH,, M-1]", ber.: 692.20), 570.38 (100%,
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[M+H]", ber.: 570.20), 541.27 (5%,6-NH,, [M+Na]", ber.: 541.15), 428.20 (75%, 3-OH,
[M+Na]*, ber.: 428.18), 406.24 (5%, 3-OH, [M+Na]", ber.: 406.18), 183.04 (95%).

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 14.05 min (15%), 14.52 min (14%), 15.85
min (24%), 16.38 min (25%), 17.88 min (13%), 28.08 min (5%), bei A = 214 nm.

Die semi-priparative Reinigung liefert das gewiinschte Produkt nicht.

C2oH31N700S (569.59)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-guanidino-6-desoxy 3-O-(4-methyl-3-
nitrophenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiaureamid (115)

NH

HN

Die Konzentration des 4-Methyl-3- HO NH;
Q
nitrophenylisocyanats wird auf 5% reduziert. Dieser o o
. . . . . o AlocHN
Reaktant wird als eine Suspension in absol. Dioxan i S\/\)J\NHZ
eingesetzt.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 18.5 mg nc o,

(>100%); gelber amorpher Feststoff. Im Rohprodukt kann sowohl das gewiinschte
Produkt 115, das S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-(di-(4-methyl-3-
nitrophenyl)-allophanat)-6-guanidino-6-desoxy-a-D-galacto-pyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (119) und das 3-OH freie Baustein nachgewiesen werden. Das

HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Substanzen, die nicht isoliert und charakterisiert
werden konnen.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 584.40 (75%, [M+H]", ber.: 584.21),
564.30 (10%,6-NH,, [M+Na]®, ber.: 5564.18), 406.23 (100%, 3-OH, [M+Na]", ber.:
406.18).

Ca3H33N700S (583.61)
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S-[3-0-(3-Acetylphenylcarbamoyl-2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-

guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (116)
NH

HN
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 20.7 mg it "

(>100%); gelber amorpher Feststoff. Im Rohprodukt o N NOCH: o
kann sowohl das gewiinschte Produkt 116 als auch das 3- NH S\/\)J\NH
Allophanatderivat: ~ S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-
desoxy-3-0-(di-(3-acetylphenyl)-allophanat)-6- o,
guanidino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersdureamid (120) nachgewiesen werden.
ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 685.48 (<5%, [3-Allophanat, 6-NH,,
M+H]*, ber.: 685.24), 567.41 (100%, 3-Allophanat, 6-NH,, M+H]", ber.: 567.22),

406.21 (<5%, 3-OH, [M+H]", ber.: 406.18), 121.04 (80%).

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 14.15 min (75%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R; = 24.97 min. Das Produkt kann nach der Reinigung
nicht nachgewiesen werden. ESI-MS-Daten fiir die mittels semi-préparativer HPLC

isolierte Fraktion:

ESI-MS (Gerit 1), positiv m/z = 557.54 (100%), 543.35 (25%), 263.43 (35%), 121.06
(30%).

C24H34NcOgS (566.22)
6.15 Synthesen zum Kapitel 3.3.7.2

Parallelsynthese am Rink-Tentagel®~-Polymer

In 3 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 mL-Spritzen werden jeweils 100 mg des
nach AAV1 behandelten Polymers 44 (Beladung 0.19 mmol/g) eingewogen. Die freie
Amino-Gruppe wird entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV13 zur
Einfilhrung der Di-Boc-geschiitzten Guanidin-Funktion mit N,N™-Di-Boc-N -
triflylguanidin (108) derivatisiert. Das Polymer wird sorgfiltig gewaschen: 3 x N,N-
Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Dichlormethan abwechselnd, 2 x
Dichlormethan, 2 x Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 1 x Dioxan, 2 X

Dichlormethan und Diethylether und anschlieBend zweimal mit Diethylether. Man

2
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trocknet das Polymer 30 min i. Hochvak. Anschlieend wird das am Harz gebundene
Kohlenhydrat nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS zur Reduktion der Azido-
Gruppe nach Staudinger versetzt. Im Anschluf} setzt man entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV9 zur Amidbildung in der 6-Position das Polymer mit Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-His(Trt)-OH oder Fmoc-GIn(Trt)-OH um. Die Abspaltung vom polymeren
Triger erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger

Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger.

S-[6-N-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-amino-6-desoxy-2-guanidino-2-

desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (121a)

NHFmoc
HN

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 18.6 mg (>100%), +o
gelbes Ol. Das gewiinschte Produkt kann im Rohprodukt

[0}

nicht gefunden werden. Es wird nur S-[6-N-(N-9- HN:ZN S\/\)‘\NH

NH,

2

fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-amino-6-desoxy-2-
guanidino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersdureamid (121b) nachgewiesen, dessen Isolierung jedoch nicht gelang.
Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Substanzen, die nicht charakterisiert werden

koOnnen.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 673.50 (5%, [3-TBSO, 2-NH,, M+H]",
ber.: 673.31), 597.38 (<5%, [2-NH,, M+K]*, ber.: 597.18), 179.05 (40%, [DBF+H]",
ber.: 179.09).

CasH36N6O7S (600.69)
C34H50N¢O7SSi (714.95)
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S-[6-N-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl)-amino-6-desoxy-2-guanidino-
2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (122a)

(o}

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 22.6 mg (>100%); HNJ\--“““\\@NH

HO NHFmoc N

hell gelbes Ol. Das gewiinschte Produkt kann in Rohprodukt Q

HO

nicht gefunden werden. Das HPLC-Chromatogramm zeigt N 't
HN S\/\)‘\NH

2

mehrere Substanzen, die nicht charakterisiert wurden.
NH,

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 1), positiv m/z = 673.50 (5%, [3-TBSO, 2-NH,, M+H]",
ber.: 673.31), 597.38 (<5%, [2-NH,, M+K]*, ber.: 597.18), 179.05 (40%, [DBF+H]",
ber.: 179.09).

C32HyoN3O7S (680.77)

S-[6-N-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-6-desoxy-2-

guanidino-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (123a)

HN i
Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 22.6 mg (>100%); "¢ NHFmoo
hell gelbes Ol. Das gewiinschte Produkt kann in Rohprodukt +o
HN
nicht gefunden werden. Das HPLC-Chromatogram zeigt HN=< S\/\/”\NH

mehrere Substanzen, die nicht charakterisiert wurden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerdt 1), positiv m/z = 744.44 (<5%), 282.29 (5%), 243.04
(10%), 121.03 (100%).

C37H5sN703SSi (785.03)
6.16 Synthesen zum Kapitel 3.3.8

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl-L-glycyl)-

amino-2-desoxy- a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (124a)

Die Synthese des Produktes wird entsprechend RO o
Qo N S\/\)I\
der Allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 zur /% NH,
N
Peptidkupplung an der festen Phase mit Fmoc-
Gly-OH und Fmoc-His(Trt)-OH nacheinander \—
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durchgefiihrt.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 24.9 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.
Wihrend der Reaktion erhilt man sowohl das gewiinschte Produkt 124a als auch das
silylierte Produkt S-[6-Azido-6-desoxy-2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl-L-
glycyl)-amino-2-desoxy- a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdureamid (124b).
Gewiinschtes Produkt 124a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 13.52 min (53%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 16.92 min. Ausbeute: 1.2 mg (8.8% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.
ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 722.45 (100%, [M+H]", ber.:
722.27), 695.49 (<5%, 6-NH,, [M+H]", ber.: 695.27), 434.26 (40%), 263.42 (85%).
C33H39N9OsS (721.78)

Nebenprodukt 124b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 20.45 min (4%), bei 4 = 214 nm; semi-

priaparative HPLC: Gradient G, R, = 16.92 min. Ausbeute: 1.2 mg (7.6% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 836.52 (100%, [3-TBSO, M+H]",
ber.: 836.36), 810.37 (<5%, [M+H]", ber.: 810.60), 637.38 (15%, [M-Fmoc+Na+1]",
ber.: 636.27), 584.44 (25%), 263.42 (50%), 179.07 (20%, [DBF+H]", ber.: 179.09).
C39Hs3N9OgSSi (835.35)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-0-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl-L-glycyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiaureamid (125) Ny

HO

0o o
Die Synthese des Produktes wird "\ H/\\g Hloet S\/\)‘\NHZ
entsprechend der Allgemeinen =N NHFmoo

Arbeitsvorschrift AAV12 zur Peptidkupplung an der festen Phase mit Fmoc-Gly-OH
und Fmoc-His(Trt)-OH nacheinander durchgefiihrt.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.6 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.

Das HPLC-Chromatogramm zeigt zusitzliche Signale. Die entsprechenden

Nebenprodukte konnte man aufgrund der geringen Mengen nicht analysieren.



212 Experimenteller Teil

Gewiinschtes Produkt 125:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 12.10 min (5%), 14.97 min (70%, 125),
17.10 min. (17%), 20.23 min. (5%), bei A = 214 nm; semi-praparative HPLC: Gradient
G, (Zugabe von CH3;OH), R, = 19.15 min. Ausbeute: 6.1 mg (39.9% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 2), positiv m/z = 828.33 (100%, [M+Na]®, ber.:
828.28), 806.36 (24%, [M+H]", ber.: 806.29), 412.16 (14%, [3-OH, M+Na]", ber.:
412.13).

C37H43NoO10S (805.86)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
histydyl-L-glycyl)-amino-6-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersiaureamid (126a) )ol\/ FmocHN N/\NH
N ~
» M

(0]
Die Synthese des Produktes wird entsprechend der Ro%' o
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVI12 zZur roert S\/\)I\NHZ

Peptidkupplung an der festen Phase mit Fmoc-Gly-OH und Fmoc-His-OH nacheinander
durchgefiihrt. Die Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV15 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5%
Triisopropylsilan als Scavenger.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 18.8 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.
Wihrend der Reaktion erhdlt man sowohl das gewiinschte Produkt 126a als auch das
silylierte Produkt S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-
6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-histydyl-L-glycyl)-amino-6-desoxy-a-D-
galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersdaureamid (126b).

Gewiinschtes Produkt 126a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 12.42 min (34%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, (Zugabe von CH30OH), R; = 19.15 min. Ausbeute: 2.9
mg (19.6% nach semi-priparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);

farbloser amorpher Feststoff.
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ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 1), positiv m/z = 916.59 (5%, [3-TBSO, M+H]", ber.:
916.37), 894.67 (100%, [M+H]", ber.: 894.39), 672.59 (<5%, [3-TBSO, M-Fmoc+H]",
ber.: 672.32), 543.36 (60%), 466.94 (40%), 179.07 (10%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C37H45N7040S (779.86)
Nebenprodukt 126b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 20.47 min (63%), bei 4 = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 46.62 min. Ausbeute: 2.2 mg (12.9% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 1), positiv m/z = 916.59 (5%, [3-TBSO, M+Na]",
ber.: 916.37), 894.67 (100%, [M+H]", ber.: 894.39), 672.59 (<5%, [3-TBSO, M-
Fmoc+H]", ber.: 672.32), 543.36 (60%), 466.94 (40%), 179.07 (10%, [DBF+H]", ber.:
179.09).

C43H50N7040SSi (893.38)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-
benzyloxycarbonyl-L-glycyl-L-glycyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersidureamid (127) o o A
O\/O H\)I\N O% o)
\LI/ H/\LI/ AlocHN S\/\)I\NHZ

Die Synthese des Produktes wird

entsprechend der Allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV12 zur Peptidkupplung an der
festen Phase mit Fmoc-Gly-OH und Z-Gly-OH nacheinander durchgefiihrt. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt nach der modifizierten Arbeitsvorschrift AAV16 mit
50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan, 5% Wasser und mit 5% Triisopropylsilan

als Scavenger.
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 13.7 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.

Das HPLC-Chromatogramm zeigt zusitzliche Signale. Die entsprechenden
Nebenprodukte konnte man aufgrund zu geringer Mengen nicht analysieren.
Gewiinschtes Produkt 127:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 10.67 min (7%), 11.08 min (67%, 127),
12.80 min. (4%), 13.40 min. (21%), bei A = 214 nm.

Nach der semi-priparativen HPLC Reinigung kann kein gewiinschtes Produkt

nachgewiesen werden.



214 Experimenteller Teil

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 660.30 (20%, [M+Na], ber.: 660.30),
91.08 (100%, [PhCH,]", ber.: 91.05).

C26H35N7010S (637.66)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-
benzyloxycarbonyl-L-glycyl-L-histydyl)-amino-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-

mercaptobuttersidureamid (128)

Die Synthese des Produktes wird : ~ \)\I\_S\H/ %\

entsprechend  der  Allgemeinen H2
Arbeitsvorschrift AAV12 zur Peptidkupplung an der festen Phase mit Fmoc-His-OH
und Z-Gly-OH nacheinander durchgefiihrt. Die Abspaltung vom polymeren Triger
erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV15 mit 50%iger Trifluoressigsidure

in Dichlormethan mit 5% Triisopropylsilan als Scavenger.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 14.1 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.

Im Rohprodukt kann das gewiinschte Produkt nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 2), positiv m/z = 1435.56 (4%, [2M+Na]", ber.: 1435.52),
740.26 (31%, [M+Na]®, ber.: 740.24), 718.26 (100%, [M+H]", ber.: 718.26), 412.14
(5%, [3-OH, M+Na]", ber.: 412.13).

Das HPLC-Chromatogramm zeigt zusitzliche Signale. Die entsprechenden
Nebenprodukte konnen wegen zu geringer Mengen und geringer Loslichkeit nicht
analysiert werden.

Gewiinschtes Produkt 128:

HPLC: analytische HPLC: Gradient C, R; = 11.32 min (30%, 128), bei 4 = 214 nm;
semi-praparative HPLC: Gradient G, (Zugabe von CH30OH), R; = 20.63 min. Ausbeute:
1.8 mg (13.2% nach semi-praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);
farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 756.17 (20%, [M+K]", ber.:
756.22), 740.20 (100%, [M+Na]", ber.: 740.24), 412.14 (5%, [3-OH, M+Na]", ber.:
412.13).

C30H30N9O10S (717.75)
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S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-benzyloxycarbonyl-L-glycyl-L-lysyl)-amino-2-desoxy-

a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (129)

NH,
Die Synthese des Produktes wird
Ny
entsprechend  der  Allgemeinen 0 HO
Arbeitsvorschrift  AAV12 O\H\* N o
rbeitsvorschri zur N o
. 1 H ! AlocHN S\/\)I\NHE
Peptidkupplung an der festen Phase
mit Fmoc-Lys(Boc)-OH und Z-Gly-OH durchgefiihrt. Die Abspaltung vom polymeren

Triager erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVI5S mit 50%iger

Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Triisopropylsilan als Scavenger.

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 17.0 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.

Im Rohprodukt kann das gewiinschte Produkt nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Geriit 2), positiv m/z = 1417.59 (1%, [2M+Na]", ber.: 1417.59),
731.28 (16%, [M+Na]®, ber.: 731.28), 709.27 (100%, [M+H]", ber.: 709.30), 412.13
(<5%, [3-OH, M+Na]", ber.: 412.13).

Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Signale. Das Produkt konnte nicht isoliert
werden.

HPLC: analytische HPLC: Gradient C, R, = 8.63 min (7%), 11.37 min (36%), 11.68
(21%), 19.33 min. (19%), 25.77 min. (4%), 28.35 min (8%), bei A = 214 nm.

C30H4aN3gO10S (708.78)

S-[6-Azido-6-desoxy-2-N-(N-benzyloxycarbonyl-L-glycyl-L-arginyl)-amino-2-
desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiureamid (130)

H,N

Die Synthese des Produktes wird HN

NH
entsprechend der Allgemeinen N
. . (o] HO
Arbeitsvorschrift AAV12 zur @\/O\H/H\)J\ 0% )
1 N AlocHN
Peptidkupplung an der festen Phase I H I S\/\)I\NHE
mit Fmoc-Arg(Pmc)-OH und Z-Gly-OH durchgefiihrt. Die Abspaltung vom polymeren

Triager erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVI5S mit 50%iger

Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Triisopropylsilan als Scavenger.
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Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 14.8 mg (>100%); farbloser amorpher Feststoff.

Im Rohprodukt kann das gewiinschte Produkt nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 2), positiv m/z = 737.30 (100%, [M+H]", ber.: 737.30),
412.14 (<5%, [3-OH, M+Na]", ber.: 412.13).

Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Signale. Das Produkt konnte nicht isoliert

werden.

HPLC: analytische HPLC: Gradient C, R, = 8.50 min (6%), 10.47 min (5%), 11.60 min.
(10%), 11.90 min. (18%), 18.85 (4%), 19.32 (49%), 25.75 (6%), bei A = 214 nm.
C30H44N10010S (736.80)

6.17 Synthesen zum Kapitel 3.4.2

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-O-p-
methoxybenzyliden-#-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiuremethylester (132)
OPmb
4.14 g (6.9 mmol) des 3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino- o Q. oo
2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-O-p-methoxy- NHAloo \/\[.l/
benzyliden--D-glucopyranosylmercapto]-propionsiuremethylesters (131)°> werden in
150 mL absol. Tetrahydrofuran gelost und 10 min iiber Molekiilarsieb 4 A (Kugeln,
100-200 Mesch) vorgeriihrt. AnschlieBend werden 3.02 g (41.4 mmol) Boran-
Trimethylamin-Komplex  zugegeben, bevor man 552 g (414 mmol)
Aluminiumtrichlorid bei Raumtemperatur zusetzt wird. Nach 20 min ist der Umsatz
vollstidndig (diinnschichtchromatographische Kontrolle (Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry =
0.57)). Das Molekularsieb wird abfiltriert. Zur Losung werden 100 mL
Essigsdureethylester zugegeben. Die organische Phase wird nacheinander mit 150 mL
ges. NaHCOs;-Losung und 150 mL NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten wéssrigen
Phasen werden dreimal mit jeweils 100 mL Essigsdureethylester extrahiert. Man
vereinigt die organischen Phasen, trocknet iiber MgSO, und entfernt das Losungsmittel

vollstindig i. Vak. Das gelbe Ol wird mittels Flash-S#iulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (Cyclohexan: EtOAc, 3:1 Ry=0.16).

32 J. Ohnsmann, Dissertation 2006, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
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Ausb.: 2.66 g, (4.4 mmol, 63.8% [60% - 80%]); farbloses Ol; [e]; = -25.0 (c = 1.0,
CHCL); Ry=0.10 (Cyclohexan: EtOAc = 3:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCl3), d [ppm]: 7.26 (d, *J = 8.7 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.88 (d, °J = 8.7 Hz, 2H, Ha,y Pmb); 5.89 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.30 (dd, *J
=17.2,%J = 1.2 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (dd, *J = 10.4, *J = 1.1 Hz, 1H,
CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.75 (d, °J = 8.9 Hz, 1H, NH-C2); 4.67 (d, °J = 10.2 Hz, 1H,
H1); 4.57-4.51 (m, 3H, Hajya Pmb; -CH>-, Aloc ); 4.47 (d, 2J=11.6 Hz, TH, Hawy1b
Pmb); 3.69 (m, 3H, H3, H6); 3.80 (s, 3H, OCH;-Pmb); 3.66 (s, 3H, COOCH3); 3.50
(m, 1H, H5); 3.45 (m., 1H, H4); 3.36 (m,, 1H, H2); 2.95 (m., 1H, SCH:,); 2.88 (m,
2H, SCH2,);0.86 (s, 9H, CH;“"®", TBS); 0.10 (s, 3H, CHj, TBS); 0.06 (s, 3H, CH;,
TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl;), § [ppm]: 172.6 (C=0, Ester); 159.5 (Cpara-
Pmb); 155.6 (C=0, Aloc); 132.8 (-CH=CH,, Aloc); 129.9 (Cipso-Pmb); 129.6 (Cinera
Pmb); 118.0 (-CH=CH,, Aloc); 114.0 (Corno-Pmb); 84.7 (C1); 77.4 (C4); 76.6 (C3);
73.7 (C5); 73.5 (CHy-Pmb); 65.8 (CH,, Aloc); 70.0 (C6); 57.3 (C2); 55.4 (OCH;3-Pmb);
51.9 (COOCH3); 35.4 (CH,COOCH3); 25.9 (CH5"®", TBS); 25.4 (SCH,); 18.3 (C"*™"
Bu TBS); -4.0 (CH3, TBS); -4.7 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 599.3 (100 %, [M]", ber.: 599.3); 542.3 (62 %, [M-tert-Bu+H]",
ber.: 542.2).

CasHisNOoSSi (599.81)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-keto-6-O-
p-methoxybenzyliden-f#-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiduremethylester
(1 3 4) OPmb

(o}
Q

s ocH,
Ein 100 mL- Zweihalskolben mit Magnetriihrer, Septum e NHAloc \/\LI/

und Hahnaufsatz wird auf ca. 10 mbar evakuiert und mit einer Heissluftpistole
ausgeheizt. Nach dem Abkiihlen fiillt man mit Argon, evakuiert und begast ein zweites
Mal. Unter Schutzgas werden anschlieend mit einer Injektionspritze 35 mg (0.024 mL,
0.275 mmol) Oxalylchlorid zu 15 mL absol. Dichlormethan gegeben. Man kiihlt auf -78
°C ab und gibt nach einigen Minuten unter Riithren 43 mg (0.039 mL, 0.55 mmol)
Dimethylsulfoxid zu. Nach 5 min werden tropfenweise innerhalb von 10 min 150 mg

(0.25 mmol) des Monosaccharids 132 in 15 mL absol. Dichlormethan zugesetzt.
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Anschlieend versetzt man die Losung nach weiteren 15 min mit 0.126 mg (0.16 mL,
1.25 mmol) Triethylamin, rithrt 5 min und ldsst langsam auf Raumtemperatur
erwdrmen. Nach ca. 1 h ist der Umsatz vollstindig (R = 0.60, Cyclohexan: EtOAc =
1:1). Zur Reaktionslosung werden 20 mL Wasser zugegeben. Die Phasen werden
getrennt und die wissrige Phase wird mit 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden nacheinander mit jeweils 35 mL ges. NaCl-
Losung, 35 mL 1 N HCI-Losung, 35 mL Wasser und mit 35 mL ges. NaHCOs3-Losung
gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSO,4 getrocknet. Nach Entfernen des
Trockenmittels wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und das Rohprodukt mittels
Flash-Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (R = 0.45, Cyclohexan: EtOAc =
6:1).

Ausb.: 91 mg, (0.152 mmol, 60.8%); farbloses Ol; [a]; = 18.1 (c = 1.0, CHCl;); R;=
0.14 (Cyclohexan: EtOAc = 3:1).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, CDCl3), 6 [ppm]: 7.26 (d, °J = 8.7 Hz, 2H, Hary
Pmb); 6.87 (d, °J = 8.7 Hz, 2H, Haryi Pmb); 5.89 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.40 (d, 3
=10.2 Hz, 1H, H1); 5.31 (dd, °J = 17.2, %] = 1.4 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.22
(dd, °J = 10.4, *J = 1.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 5.20 (m,, 1H, NH-C2); 4.73 (d,
3J = 9.8 Hz, 1H, H3); 4.55 (mc, -CH,-, Aloc); 4.53 (d, >J = 11.7 Hz, 1H, Haiy1.a Pmb);
4.47 (d,*J = 11.6 Hz, 1H, Hayip Pmb); 4.17 (m,, 1H, H5); 3.93 (dd, >J = 11.0 Hz, *J =
3.5 Hz, 1H, Hg,); 3.80 (s, 3H, OCH3-Pmb); 3.67 (s, 3H, COOCH5); ); 3.63 (dd, *J =
11.0 Hz, J = 7.0 Hz, 1H, Hg,); 3.41 (m,, 1H, H2); 3.00 (m,, 1H, SCH,CH2,); 2.93 (m,,
1H, SCH,CH); 2.75-2.66 (m., 2H, SCH,CH>); 0.89 (s, 9H, CH;“"®", TBS); 0.1 (s,
3H, CH;, TBS); 0.01 (s, 3H, CH3, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HMQC, CDCl;), é [ppm]: 200.7 (C=0, Keton, C4); 172.5
(C=0, Ester); 159.4 (Cpara-Pmb); 155.3 (C=0, Aloc); 132.9 (-CH=CH,, Aloc); 130.1
(Cipso-Pmb); 129.8 (Cppera-Pmb); 118.2 (-CH=CHo, Aloc); 113.9 (Corino-Pmb); 83.6 (C1);
80.7 (C5); 76.4 (C3); 73.4 (CH,-Pmb); 67.7 (C6); 66.0 (CH,, Aloc); 61.8 (C2); 55.4
(OCH3-Pmb); 54.4 (C2); 52.0 (COOCHj3); 35.4 (CH,COOCHS3); 29.9 (SCHy); 25.9
(CH5“"®" TBS); 18.5 (C"""™", TBS); -4.4 (CH3, TBS); -5.5 (CH3, TBS).

FT-IR (KBr) vmax [cm'l]: 1738 (C=0, Ester); 1697 (C=0, Keton).

ESI-MS (Gerit 1), positiv m/z = 620.3 (80 %, [M+Na]", ber.: 620.2); 636.2 (10 %,
[M+K]", ber.: 636.2).

CogH43NOoSS1 (597.79)
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6.18 Synthesen zum Kapitel 3.5.1

S-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-

methoxybenzyl-a-D-galactodialdopyranosyl)-4-mercaptobuttersiuremethylester

(135) PmbO /O
Q
7880 AlocHN 2
In einem Einhalskolben werden unter Argonatmosphire S\/\)J\OCHG
1.56 g (2.55 mmol.) des Monosaccharids 29 in 80 mL absol. Dichlormethan gel6st und
auf 0 °C gekiihlt. Zu der farblosen Mischung tropft man nun 6.45 mL einer 15%igen
Losung von Dess-Martin-Periodinan in Dichlormethan (8.64 g, 3.06 mmol) und entfernt
nach 5 Minuten unter Riihren das Eisbad. Man lésst die Reaktionsmischung langsam auf
Raumtemperatur kommen. Nach 1.5 h ist der Umsatz vollstindig (Cyclohexan/EtOAc =
I:1, Rf = 0.63). Man versetzt mit dem gleichen Volumen an
Natriumhydrogencarbonatlosung und extrahiert dreimal mit Dichlormethan. Die leicht
gelbliche organische Phase wird tiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak

entfernt. Das zuriickbleibende feste, braun-griinliche Rohprodukt wird durch

Flashchromatographie an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan: EtOAc = 2:1, Ry= 0.51).

Ausb.: 1.24 mg, (2.02 mmol, 79.4%); leicht gelber amorpher Feststoff; [a']i,3 =92.1 (c

1.0, CHCL); Ry = 0.63 (Cyclohexan: EtOAc = 1:1; Ry = 0.51 (Cyclohexan: EtOAc
2:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCI3), 6 [ppm] = 9.66 (bs, 1H, CHO); 7.23 (d, *J = 8.40 Hz, 2H,
Hary Pmb); 6.86 (d, 3] = 8.60 Hz, 2H, Hary1 Pmb); 5.97-5.87 (m, 1H, CH,=CH-, Aloc);
5.45-5.43 (m, 1H, H1); 5.32 (d, °J = 16.0 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.22 (d, *J =
9.4 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.97 (bs, 1H, Haiy.a Pmb); 4.60-4.56 (m, 3H, m,
3H, H2, -CH>-, Aloc); 4.43 (d, J = 11.1 Hz, 1H, Haiyib Pmb); 4.04 (s, 1H, HS5); 3.80
(s, 4H, H3, OCH3-Pmb); 3.66 (s, 4H, H4, COOCHs); 2.77-2.69 (m, 2H, SCH,;CH,);
2.44 (t,*J = 7.2 Hz, 2H, 2H, CH,COOCHS3); 2.00 (m., 2H, 2H, SCH,CH>); 0.89 (s, 9H,
CH;“"™®", TBS); 0.13 (s, 3H, CH3, TBS); 0.12 (s, 3H, CH3, TBS).

Ca9HysNOoSSi (611.82)
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S-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-(/N-
morpholino)-6-desoxy-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl)-4-

mercaptobuttersiauremethylester (136)
(0]
99 mg (0.162 mmol) des Aldehyds 135 werden unter Q
PmbO
Argonatmosphére in 20 mL absol. 1,2-Dichlorethan gelost &
und 0.015 mL (14.7 mg, 0.167 mmol) Morpholin zugetropft. O ot S\/\j])\

Unter Riithren gibt man portionsweise 48.5 mg (0.229 mmol)

OCH,

festes Natriumtriacetoxyborhydrid zu und lésst eine Stunde bei Raumtemperatur riihren.
Nach 45 min ist der Umsatz komplett (Cyclohexan:Essigsidureethylester = 2:1, Ry =
0.02). AnschlieBend versetzt man mit dem gleichen Volumen an gesittigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und trennt die organische Phase ab. Die wissrige
Phase wird dreimal mit je 20 mL Dichlormethan extrahiert und die vereinigten
organischen Extrakte iiber MgSO, getrocknet. Man entfernt das Losungsmittel i. Vak.,
und es Dbleibt ein hellgelber amorpher Feststoff zuriick. Auf eine

sdulenchromatographische Reinigung wird verzichtet.

Ausb.: 112.0 mg, (0.159 mmol, 98.5%); hellgelber amorpher Feststoff; [Ot]ff =970 (c=
1.0, CHCI3); Ry=0.02 (Cyclohexan: EtOAc = 2:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCI3), ¢ [ppm] = 7.27 (d, *J = 8.4 Hz, 2H, Ha,y Pmb); 6.86 (d,
3] = 8.60 Hz, 2H, Haryt Pmb); 5.97-5.86 (m, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.32-5.29 (m, 2H,
H1, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (d, °J = 10.4 Hz, , CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.97 (d, *J
=10.9 Hz, 1H, Haiy1-a Pmb); 4.59-4.53 (m, 3H, H2, -CH>-, Aloc); 4.46 (d, J=11.1 Hz,
1H, Hayip Pmb); 4.21-4.17 (m, 1H, HS5); 3.80 (s, 3H, OCH3-Pmb); 3.71-3.61 (m, 9H,
H3, H4, CH,OCH,, COOCHj3); 2.73-2.54 (m, 3H, H6,, SCH,CH;); 2.49-2.31 (m, 7H,
H6,, CH,NCH,, CH,COOCH3); 1.92 (m, 2H, 2H, SCH,CH,); 0.91 (s, 9H, CH;*"®",
TBS); 0.14 (s, 3H, CH;, TBS); 0.11 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, CDCls), 6 [ppm]: 173.2 (C=0, Ester); 159.2 (Cpara-
Pmb); 155.5 (C=0, Aloc); 132.9 (-CH=CH,, Aloc); 130.9 (Cipso-Pmb); 129.5 (Creta-
Pmb); 117.6 (-CH=CH,, Aloc); 113.7 (Comno-Pmb); 86.5 (sp, C1); 77.7 (C4); 74.7 (CHa-
Pmb); 72.5 (C3); 69.2 (C5); 69.1 (CH,OCH,); 66.0 (CH,, Aloc); 58.9 (C6); 55.3
(OCH;-Pmb); 53.6 (CH,NCH,); 51.6 (C2); 51.5 (COOCH3); 32.6 (CH,COOCHs3); 31.1
(SCH,CH,); 25.7 (CH5*""®*, TBS); 24.8 (SCH,CH,); 17.9 (C*""®*, TBS); -4.0 (CHj,
TBS); -5.0 (CHs, TBS).
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ESI-MS (Geriit 2), positiv m/z = 683.31 (100 %, [M+H]", ber.: 683.34).
C33H54N200SSi (682.94)

S-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-6-benzylamino-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl)-4-

mercaptobuttersiuremethylester (137)

99 mg (0.162 mmol) des Aldehyds 135 werden unter _ un

PmbO
Argonatmosphire in 15 mL absol. 1,2-Dichlorethan gelost &

TBSO o
und 0.018 mL (17.6 mg, 0.164 mmol) Benzylamin N s~

zugetropft. Unter Riithren gibt man portionsweise 48.50 mg (0.229 mmol) fe:f;;
Natriumtriacetoxyborhydrid zu und lédsst eine Stunde bei Raumtemperatur rithren. Nach
45 min ist der Umsatz vollstindig (Cyclohexan:EtOAc = 2:1, Ry = 0.04). Man versetzt
mit dem gleichen Volumen an gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und trennt
die organische Phase ab. Die wissrige Phase wird dreimal mit je 20 mL Dichlormethan
extrahiert, und die vereinigten organischen Extrakte werden iiber MgSO, getrocknet.

Man entfernt das Losungsmittel i. Vak. und erhilt ein hellgelber amorpher Feststoff.

Auf eine sdulenchromatographische Reinigung wird verzichtet.

Ausb.: 102.8 mg, (0.151 mmol, 93.0%); hellgelber amorpher Feststoff; [0(]2D3 =884 (c=

1.0, CHCI3); Ry=0.04 (Cyclohexan: EtOAc = 2:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCI3), § [ppm] = 7.36-7.30 (m, 7H, Hary Pmb, Ph); 6.86 (d, *J =
8.60 Hz, 2H, Hpy Pmb); 5.97-5.87 (m, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.34-5.29 (m, 2H, HI,
CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (d, °J = 10.4 Hz, , CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.97 (d, 2J =
10.9 Hz, 1H, Hagyia Pmb); 4.59-4.50 (m, 3H, m, 3H, H2, -CH,-, Aloc); 4.46 (d, *J =
11.1 Hz, 1H, Hajyio Pmb); 4.19-4.16 (m, 1H, H5); 3.79 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.74-3.61
(m, 7H, H3, H4, CH,-Ph, COOCH}); 2.94-2.87 (m, 1H, SCH,,CH,); 2.73-2.55 (m, 2H,
H64, SCH-CH,); 2.39 (t, °J = 7.2 Hz,2H, 2H, CH,COOCHs;); 2.00 (m., 2H, 2H,
SCH,CH,); 0.92 (s, 9H, CH;“"™®", TBS); 0.15 (s, 3H, CH;, TBS); 0.12 (s, 3H, CH3,
TBS).

ESI-MS (Geriit 2), positiv m/z = 703.2 (100 %, [M+H]", ber.: 703.34).
C36Hs4N>05SSi (702.97)
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S-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-0-fert-butyldimethylsilyl-6-(10"-V-
tert-butyloxycarbonyldecyl)-6-amino-6-desoxy-4-0-p-methoxybenzyl-a-D-

galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersiauremethylester (138)

. ~ TN TN
92.2 mg (0.151 mmol) des Monosaccharids 135 "™9 " NHBoo
Q
werden unter Argonatmosphédre zusammen mit Teso — 0

415 (0.152 10-N-(tert- SN

mg mmol) OCH,

butyloxycarbonyl)-decylamin******

in ca. 20 mL absol. 1,2-Dichlorethan gelost.
Portionsweise gibt man 44.7 mg (0.211 mmol) festes Natriumtriacetoxyborhydrid zu
und ldsst eine Stunde bei Raumtemperatur rithren. Nach 30 min ist de Umsatz
vollstidndig (Cyclohexan:EtOAc = 2:1, Ry = 0.01). AnschlieBend versetzt man mit dem
gleichen Volumen an gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und trennt die
organische Phase. Die wissrige Phase wird dreimal mit je 20 mL Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte werden iiber MgSO, getrocknet.

Man entfernt das Losungsmittel i. Vak. und es bleibt ein hellgelber amorpher Feststoff

zuriick. Auf eine sdulenchromatographische Reinigung wird verzichtet.

Ausb.: 130.1 mg, (0.131 mmol, 99.4%); hellgelber amorpher Feststoff; [Ot]ff =655 (c=

1.0, CHCI3); Ry=0.01 (Cyclohexan: EtOAc = 2:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCI3), § [ppm] = 7.28-7.22 (m, 2H, Hry Pmb); 6.86 (d, °J = 8.5
Hz, 2H, Hay Pmb); 5.99-5.84 (m, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.34-5.26 (m, 2H, HI,
CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (d, °J = 10.3 Hz, , CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.95 (d, *J =
11.4 Hz, 1H, Hapy, Pmb); 4.61-4.46 (m, 3H, H2, -CH,-, Aloc); 4.48 (d, >J = 11.4 Hz,
1H, Hajy1.a Pmb); 4.17-4.12 (m, 1H, H5); 3.79 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.73-3.63 (m, 5H,
H3, H4, COOCH3); 3.11-3.07 (m, 2H, CH,NHBoc); 2.90-2.81 (m, 1H, H6,); 2.74-2.38
(m, 7H, H6,, NHCH,(CH,)eNHBoc, SCH-CH,, CH,COOCH3); 1.95-1.88 (m, 2H, 2H,
SCH,CH,); 143 (s, 11H, CH,CH,NHBoc, CH;“"®', Boc); 1.24 (m., 14H,
NH,CH(CH>)sCH,CH,NHBoc); 0.91 (s, 9H, CH;“"", TBS); 0.14 (s, 3H, CH3, TBS);
0.11 (s, 3H, CH3, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, CDCl3), 6 [ppm]: 173.2 (C=0, Ester); 159.3 (Cpara
Pmb); 156.0, 155.5 (2 x C=0, Aloc, Boc); 132.8 (-CH=CH,, Aloc); 130.7 (Cipse-Pmb);
129.7 (Cpeta-Pmb); 117.5 (-CH=CH,, Aloc); 113.9 (Comne-Pmb); 86.7 (sp, C1); 77.1
(C4); 75.0 (CHy-Pmb); 72.6 (C3); 71.0 (C5); 65.8 (CH,, Aloc); 55.3 (OCH;3-Pmb); 51.9

208 D. Muller, I. Zeltser, G. Bitan, C. Gilon, J. Org. Chem. 1997, 62, 411-416.
209 J. -F. Pons, J. -L. Fauchere, F. Lamaty, A. Molla, R. Lazaro, Europ. J. Chem. 1998, 853-859.
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(C2); 51.6 (COOCHs3); 50.7 (CH,NH); 40.6(CH,NHBoc); 32.4 (CH,COOCH3); 31.1
(SCH,CH,); 25.8 (CH5“"®", TBS); 25.0 (SCH,CH>); 30.3, 30.0, 28.1, 27.7, 26.5 (8 x
CH,); 28.4 (C*"®", Boc); 18.0 (C*""", TBS); -4.0 (CH3, TBS); -5.0 (CHs, TBS).
FD-MS, positiv m/z = 868.5 (100 %, [M]*, ber.: 868.52)

C44H77N3010SSi (868.25)

S-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-0-fert-butyldimethylsilyl-6-(12"-N-
tert-butyloxycarbonyldodecyl)-6-amino-6-desoxy-4-0-p-methoxybenzyl-a-D-

galactopyranosyl)-4-mercaptobuttersiauremethylester (139)

80.3 mg (0.131 mmol) des Aldehyds 135 Pmo /™" e
Q
werden unter Argonatmosphidre zusammen TBSO& o
AlocHN
mit 39.9 mg (0.133 mmol) 12-N-(tert- S\/\)J\OCHG

208209 iy ca. 20 mL absol. 1,2-Dichlorethan gelost.

butyloxycarbonyl)-dodecylamin
Portionsweise gibt man 39.0 mg (0.184 mmol) festes Natriumtriacetoxyborhydrid zu
und lédsst eine Stunde bei Raumtemperatur rithren. Nach 30 min ist der Umsatz komplett
(Cyclohexan:EtOAc = 2:1, Ry = 0.02). AnschlieBend versetzt man mit dem gleichen
Volumen an gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung und trennt die organische
Phase. Die wissrige Phase wird dreimal mit je 20 mL Dichlormethan gewaschen und
die vereinigten organischen Extrakte tiber MgSO, getrocknet. Man entfernt das

Losungsmittel i. Vak., und es bleibt ein hellgelber amorpher Feststoff zuriick. Auf eine

sdulenchromatographische Reinigung wird verzichtet.

Ausb.: 117.5 mg, (0.131 mmol, 99.9%); hellgelber amorpher Feststoff; [0(]2D3 =609 (c=
1.0, CHCI3); Ry=0.02 (Cyclohexan:EtOAc = 2:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCI3), 6 [ppm] = 7.28-7.22 (m, 2H, Harni Pmb); 6.86 (d, 3J=85
Hz, 2H, Hary Pmb); 5.99-5.84 (m, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.37-5.27 (m, 2H, HI,
CH,»=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (d, 37 =10.6 Hz, , CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.95 (d, 2] =
11.0 Hz, 1H, Hay1a Pmb); 4.61-4.45 (m, 4H, H2, Hawy1., Pmb, -CH>-, Aloc); 4.17-4.12
(m, 1H, HS); 3.79 (s, 3H, OCH3-Pmb); 3.73-3.63 (m, 5H, H3, H4, COOCH5); 3.11-3.07
(m, 2H, CH,NHBoc); 2.87 (m, 1H, H6,); 2.66 (m., 2H, SCH,CH>); 2.60 (m., 1H, H6y);
2.51 (m., 2H, NHCH>(CH,);\NHBoc); 2.42 (t, °J =7.3 Hz, CH,COOCH3); 1.93 (m,,

208 D. Muller, I. Zeltser, G. Bitan, C. Gilon, J. Org. Chem. 1997, 62, 411-416.
209 J. -F. Pons, J. -L. Fauchere, F. Lamaty, A. Molla, R. Lazaro, Europ. J. Chem. 1998, 853-859.
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2H, 2H, SCH,CH,); 1.43 (s, 11H, CH,CH,NHBoc, CH;“"™®", Boc); 1.24 (m., 18H,
NH,CH,(CH>)sCH,CH,NHBoc); 0.91 (s, 9H, CH;“"™", TBS); 0.14 (s, 3H, CH;, TBS);
0.11 (s, 3H, CH3, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, CDCl3), 6 [ppm]: 173.3 (C=0, Ester); 159.2 (Cpara-
Pmb); 156.0, 155.5 (2 x C=0, Aloc, Boc); 132.8 (-CH=CH,, Aloc); 130.7 (Cips-Pmb);
129.8 (Cpewa-Pmb); 117.8 (-CH=CH,, Aloc); 113.7 (Cono-Pmb); 86.5 (sp, C1); 77.3
(C4); 74.6 (CHy-Pmb); 72.5 (C3); 70.9 (C5); 65.8 (CH,, Aloc); 55.4 (OCH;3-Pmb); 51.9
(C2); 51.6 (COOCH3); 50.5 (CH,NH); 40.6(CH,NHBoc); 32.5 (CH,COOCH3); 31.1
(SCH,CHy); 25.8 (CH5“"®", TBS); 25.0 (SCH,CHy); 30.1, 29.6, 28.0, 27.5, 26.7 (10 x
CH,); 28.2 (C*""®", Boc); 17.9 (C*""®", TBS); -4.0 (CH3, TBS); -5.0 (CHs, TBS).
FD-MS, positiv m/z = 896.5 (100 %, [M]*, ber.: 896.55).

C46Hg1N3010SSi (896.30)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-6-0-(6"-azidohexyl)-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-galactopyranosyl]-4-

TBSO 0

S\/\)‘\
OCH,

mercaptobuttersiauremethylester (140) Pbo SONTNNN
Q

Synthese Trifluoromethanesulfonsidure-6-azido-hexyl-esters (141)

Zu einer 35 mL absol. Dichlormethan Losung bestehend aus 0.102
g (0.71 mmol) 6-Azido-1-hexanol*® und 0.146 g (0.71 mmol) 2.6-
Di-tert-butylmethylpyridin  werden 0.118 mL (0.200 g, 0.71 mmol) des

NSO
Ng

Trifluormethansulfonsdureanhydrids bei Raumtemperatur zugetropft. Nach 15 min wird
die Reaktionslosung auf 50 mL wissriger ges. NaHCOs-Losung gegossen, die Phasen
werden getrennt und die organische Phase mit 50 mL ges. NaCl-Losung gewaschen.
AnschlieBend wird die organische Phase iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel
vollstidndig i. Vak. entfernt. Das Rohtriflat wird direkt in der darauffolgenden Reaktion
eingesetzt.

0.287 g (0.47 mmol) des Monosaccharids 29 und das wie im vorhergehenden Paragraph
beschrieben frisch hergestellte Rohtriflat 141 werden in 20 mL absol. Dichlormethan
gelost und mit 11 mg (0.47 mmol) Natriumhydrid bei Raumtemperatur versetzt. Nach

16 h wird ein weiteres Aquivalent des Triflats (0.71 mmol) synthetisiert und zum
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Reaktionsgemisch zugegeben. Nach einer Stunde wird die Reaktionslosung auf 20 mL
wissrige ges. NaHCOs;-Losung gegossen, die Phasen werden getrennt und die
organische Phase wird mit 20 mL ges. Ammoniumchlorid-Losung gewaschen. Die
wissrigen Phasen werden mit jeweils 20 mL Dichlormethan extrahiert. Anschliefend
werden die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel  vollstandig i.  Vak. entfernt. Das  Rohprodukt — wird

sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan: EtOAc, 1:1 Ry = 0.64).
Ausb.: 127 mg, (0.17 mmol, 36% ); hell gelbes (o)1 [Ot]zDO =86.8 (c = 1.0, CHCI;3).

"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCl3), § [ppm]: = 7.28 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Pmb);
6.86 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Pmb); 5.91 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.31 (m., 2H, H1,
CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (d, °J = 10.4 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.95 (d, *J
= 10.9 Hz, 1H, Hanya Pmb); 4.67 (d, °J = 9.4 Hz, 1H, NH-C2); 4.56 (m,, 3H, H2, -
CH,-, Aloc); 4.44 (d, > J = 10.9 Hz, 1H, Hayy, Pmb); 421 (t, °J = 6.2 Hz, 1H, H5);
3.79 (s, 3H, OCH;3-Pmb); 3.71 (m., 2H, H3, H4); 3.66 (s, 3H, COOCH3); 3.47 (m,, 2H,
OCH,CH,); 3.39 (m., 1H, He,); 3.33 (me, 1H, Hegy); 3.25 (m, 2H, CH,CH,N3); 2.64 (m,
2H, SCH,CH,); 2.45-2.38 (m, 2H, CH,COOCH3;); 1.97-1.88 (m, 2H, SCH,CH,); 1.65-
1.50 (m, 4H, 2 x CH,, Hexyl); 1.40-1.32 (m, 4H, 2 x CH,, Hexyl); 0.90 (s, 9H, CH;*"
B TBS); 0.14 (s, 3H, CH3, TBS); 0.11 (s, 3H, CH;, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 739.2 (100 %, [M+H]", ber.: 739.38).

FT-IR (KBr) vy [cm™']: 2932, 2858 (CH,CH,); 2096 (N3).
C35H53N409SSi (739.01)

S-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-0-tert-butyldimethylsilyl-6-O-(6"-
N-tert-butyloxycarbonylamino-hexyl)-4-O-p-methoxybenzyl-a-D-

galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiauremethylester (143)

127 mg (0.17 mmol) des Monosacharids 140 werden in 3 pmoo /S>> "g00
mL absol. N, N-Dimethylformamid gelost und mit 0.13 TBSO%

AlocHN f
mL 0.103 g (0.103 g, 0.51 mmol) Tri-n-butylphosphin bei S\/\)‘\OCH

Raumtemperatur versetzt. Nach 10 min ist der Umsatzt vollstindig. Zum Gemisch
werden 1 mL Wasser und 1 mL Triethylamin zugegeben. AnschlieBend wird das
Losungsmittel vollstandig i. Vak entfernt. Das Rohprodukt wird ohne weitere

Reinigung umgehend umgesetzt. Man 16st das Rohprodukt in 10 mL Methanol, gibt 24
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4L (19 mg, 0.19 mmol) Triethylamin und 41 mg (0.19 mmol) Di-zert-butyldicarbonat
bei Raumtemperatur hinzu. Das Reaktionsgemisch wird 17 h geriihrt. Anschlieend
wird das Losungsmittel vollstdndig i. Vak entfernt und das Produkt mittels Flash-
Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:EtOAc, 3:1 Ry=0.10).

Ausb.: 28 mg, (0.03 mmol, 17.6% ); hell gelbes (o)1 [Ot]zDO =753 (c =1.0, CHCly);

"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCl3), § [ppm]: = 7.28 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, Pmb);
6.86 (d, °J = 8.6 Hz, 2H, Pmb); 5.91 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.30 (m., 2H, H1,
CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.20 (d, °J = 10.4 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.94 (d, *J
= 10.9 Hz, 1H, Hapga Pmb); 4.67 (d, °J = 9.4 Hz, 1H, NH-C2); 4.56 (m,, 4H, H2, -
CH>-, Aloc, NH-Carbamat); 4.44 (d, 27=109 Hz, 1H, Hay, Pmb); 4.20 (t, 37=62
Hz, 1H, H5); 3.80 (s, 3H, OCH3-Pmb); 3.74 (m., 2H, H3, H4); 3.66 (s, 3H, COOCH3>);
3.46 (m., 2H, OCH,CH,); 3.37 (m, 1H, He,); 3.31 (m., 1H, Hgp); 3.12-3.05 (m, 2H,
CH,CH,NH); 2.72-2.56 (m, 2H, SCH,CHy,); 2.42 (t, *J = 7.3 Hz, 2H, CH,COOCH3);
1.96-1.88 (m., 2H, SCH,CH,); 1.51 (m, 2H, CH,, Hexyl); 1.43 (s, 11H, CH,, Hexyl,
CH;"®", Boc); 1.31 (m., 4H, 2 x CH,, Hexyl); 0.90 (s, 9H, CH;*""®", TBS); 0.14 (s,
3H, CH;, TBS); 0.11 (s, 3H, CH;, TBS).

BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, CDCl;), § [ppm]: 173.5 (C=0O, Ester); 159.6 (Cpara-
Pmb); 156.1, 155.6 (2 x C=0, Aloc, Boc); 132.9 (-CH=CHa, Aloc); 131.0 (Cjps-Pmb);
129.6 (Cmew-Pmb); 117.9 (-CH=CH,, Aloc); 113.8 (Comno-Pmb); 86.2 (sp, C1); 76.8
(C4); 74.7 (CH,-Pmb); 72.0 (C3); 71.5 (C6); 70.7 (C5); 69.1 (OCH,CH,); 65.7 (CHa,
Aloc); 554 (OCH3;-Pmb); 52.0 (C2); 51.8 (COOCH3); 40.6 (CH,CH,NH); 32.7
(CH,COOCH3); 30.8 (SCH,CH,); 30.4, 29.7 (2 x CH,, Hexyl); 28.4 (C*""®", Boc); 25.8
(CH5“""™®", TBS); 26.7; 25.6 (2 x CH,, Hexyl); 25.0 (SCH,CH,); 18.1 (C"""®", TBS); -
3.9 (CHs, TBS); -4.9 (CH3, TBS).

FD-MS, positiv m/z = 812.2 (100 %, [M]*, ber.: 812.2).

FT-IR (KBr) 0pmay [cm™]: 2956, 2858 (CH,CH,).

C4HesN,01;SSi (813.13)
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6.19 Synthesen zum Kapitel 3.5.2

In einem Festphasenreaktor werden 0.565 g (0.13 mmol, oo™

N

1.0 Aquiv.) Rink—Tentagel®—S—RAM (Beladung: 0.23  pmeo _O
mmol/g) in 10 mL N,N-Dimethylformamid 1 h __ O& o
vorgequollen. AnschlieBend wird das Harz griindlich mit o S\/\)J\OCHG
N,N-Dimethylformamid nachgewaschen und mit 15 mL 4

20%iger Piperdin-Losung in N,N-Dimethylformamid 20 min geschiittelt. Es wird
sorgfiltig mit N,N-Dimethylformamind gewaschen und das Harz i. Hochvak.
getrocknet.

Das Polymer und 100 mg (0.16 mmol, 1.2 Aquiv.) des Kohlenhydrats 135 werden in 10
mL frisch dest. Tetrahydrofuran suspendiert und 5 min geschiittelt. Es wird eine Losung
aus 2 mL Tetrahydrofuran, 0.25 mL Essigsdure und 0.25 mL Wasser zugegeben und
weitere 5 min geschiittelt. AnschlieBend gibt man 8.17 mg (0.13 mmol, 1 Aquiv.)
Natriumcyanoborhydrid in 0.26 mL Tetrahydrofuran hinzu. Das Gemisch wird unter
Argon 16 h geschiittelt. AnschlieBend wéscht man sorgfiltig: 3 x Tetrahydrofuran, 5 x
N,N-Dimethylformamid, 3 x N,N-Dimethylformamid und Methanol abwechselnd, 2 x
Methanol und Dichlormethan abwechselnd, 5 x Methanol und Diethylether und
anschliefend einmal mit Diethylether. Man trocknet das Polymer i. Hochvak. Eine
Elementaranalyse des Schwefelgehalts gibt Aufschluss {iiber die Beladung des
Polymers. Man erreicht eine Beladung von 0.16 mmol pro Gramm des Harzes. Die

freien Aminogruppen des nicht umgesetzten Polymers und die sekundire

Aminogruppen werden nach allgemeiner Arbeitsvorschrift fiir Capping acyliert.
6.20 Synthesen zum Kapitel 3.5.3

S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-

[0)

amino-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl]-4- //4
HyC

mercaptobuttersiduremethylester (150a) ”
HO

Q

Die Synthese des Produktes wird entsprechend der o o

HN
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV10 zur Peptidkupplung o s\/\)J\
OCH,
an der festen Phase mit Fmoc-Gly-OH durchgefiihrt. Die

FmocHN
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Abspaltung vom polymeren Triager erfolgt nach der modifizierten Arbeitsvorschrift
AAV16 mit 50%iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als
Scavenger. Auf das Ausfillen mit Diethylether wird verzichtet. Das Losungsmittel wird

vollstiandig entfernt, das Rohprodukt wird mit 2-3 mL Wasser versetzt und lyophylisiert.
Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 16.6 mg (>100%); gelber amorpher Feststoff.

Im HPLC-Chromatogramm konnen zwei Hauptprodukte detektiert werden, die auf das
gewiinschte Produkt 150a und das silylierte Produkt S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-
2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethyl-
silyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersduremethylester (150b) hinweisen.

Gewiinschtes Produkt 150a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R; = 13.53 min (18%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 24.63 min. Ausbeute: 4.7 mg (47.7% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Geriit 1), positiv m/z = 638.39 (20%, [M+Na]", ber.:
638.21), 432.29 (15%), 179.09 (100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

C30H37N300S (615.69)
Nebenprodukt 150b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 22.83 min (57%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 51.63 min. Man erhélt 1.4 mg des Produktes,
Ausbeute 12.0% nach semi-praparativer HPLC (bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);
farbloser amorpher Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, 'H-'"H-COSY, DMSO-ds), 6 [ppm]: 7.93 (t, °J = 5.9 Hz, 1H, 6-
NH); 7.51 (d, 3J=79 Hz, 2H, Fmoc-4, Fmoc-5); 7.71 (d, 3J=175 Hz, 2H, Fmoc-1,
Fmoc-8); 7.54 (t, °J = 6.0 Hz, 1H, Gly-NH); 7.42 (m., 1H, 2-NH); 7.41 (t, °J = 6.0 Hz,
2H, Fmoc-3, Fmoc-6); 7.32 (t, 3J=15 Hz, 2H, Fmoc-2, Fmoc-7); 5.20 (d, 37=5.1 Hz,
1H, H1); 4.64 (d, 3] = 4.88 Hz, 1H, 4-OH); 4.43 (m., 1H, H2); 4.38 (m., 3H, Fmoc-
CH,, Fmoc-CH); 3.93 (m., 1H, H5); 3.65 (m., 2H, H3, H4); 3.55 (s, 3H, COOCHj3);
3.58-3.49 (m, 2H, aCH,, Gly); 3.30 (m., 1H, He,); 3.16 (m., 1H, Hep); 2.48 (m,, 2H,
SCH,CHy); 2.36 (m,, 2H, CH,COOCH3); 1.78 (s, 3H, CH3); 1.73 (m., 2H, SCH,CH).
BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, CDCls),  [ppm]: 127.3 (Fmoc-3, Fmoc-6); 126.8
(Fmoc-2, Fmoc-7); 125.0 (Fmoc-1, Fmoc-8); 119.7 (Fmoc-4, Fmoc-5); 83.2 (C1); 70.4
(C5); 70.0, 68.1 (C5, C4); 65.5 (Fmoc-CH,); 51.2 (COOCHj3); 46.3 (Fmoc-CH); 42.9



Experimenteller Teil 229

(Gly-a); 38.8 (C6); 31.9 (CH,COOCHs3); 28.8 (SCH,CH,); 25.6 (CH;"®", TBS); 24.3
(SCH,CH,); -4.9 (CH3, TBS); -5.1 (CH3, TBS).

Daten ausschlieBlich aus der HSQC.

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 752.55 (30%, [3-TBSO, M+Na]",
ber.: 752.30), 596.53 (20%), 374.45 (<5%, [3-TBSO, 6-NH,, M-Fmoc+Na]®, ber.:
374.14), 179.09 (100%, [DBF+H]", ber.: 179.09).

Ci6Hs51N300SSi (729.96)

S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-3-0O-(4-

chlorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiuremethylester

(149) P
A

NH
HO

Die Synthese des Produktes wird entsprechend o

der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAVS zur OY ° o)y Q
Carbamoylierung mit Isocyanaten an der NH S\/\)J\OCHS
festen Phase mit 4-Chlorphenylisocyanat /©/

durchgefiihrt. Die Abspaltung vom polymeren ©

Triager erfolgt nach der modifizierten Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger
Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger. Auf das
Ausfillen mit Diethylether wird verzichtet. Das Losungsmittel wird vollstiandig entfernt,
das Rohprodukt wird mit 2-3 mL Wasser versetzt und lyophylisiert.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 17.8 mg (>100%); gelber amorpher Feststoff.
Im Rohprodukt kann sowohl das gewiinschte Produkt 149 als auch das 3-
Allophanatderivat: S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-3-
O-(di-(4-chlorphenyl)-allophanat)-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersduremethylester (151) nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 726.27 (15%, [3-Allophanat, M], ber.:
726.15), 596.36 (50%), 574.35 (10%, [M+H]", ber.: 574.16), 183.06 (100%).

Gewiinschtes Produkt 149:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 15.62 min (35%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 27.05 min. Ausbeute: 4.3 mg (46.8% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.
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"H-NMR (400 MHz, 'H-"H-COSY, CDCls), d [ppm]: 7.70 (s, 1H, NH, Carbamat-3);
7.33 (d, 37 =8.8 Hz, 2H, Hary, Carbamat); 7.25 (d, 3] =89 Hz, 2H, Hary, Carbamat);
6.30 (m,1H, 6-NH); 5.81 (m,, 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.43 (d, *J = 5.2 Hz, 1H, H1); 5.21
(dd, °J = 17.2 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.16 (d, °J = 9.4 Hz, 1H,
NH, Carbamat-2); 5.10 (dd, *J = 10.5 Hz, *J = 0.8 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.90
(dd, °J = 11.5 Hz, °J = 3.1 Hz, 1H, H3); 4.96 (m., 1H, H2); 4.51 (m,, 2H, -CH,-, Aloc);
4.18 (t, °J = 6.90 Hz, 1H, H5); 4.13 (m,, 1H, H4); 3.82 (m., 1H, Hgy); 3.68 (s, 3H,
COOCH3); 3.25 (me, 1H, Hgy); 2.68 (m., 2H, SCH,CH,); 2.44 (m, 2H, CH,COOCH,);
1.99 (s, 3H, CH3); 1.95 (m,, 2H, SCH,CH,).

BC-NMR (100.6 MHz, HSQC, CDCls), § [ppm]: 173.7 (C=0, Ester); 171.80 (C=0,
Ac); 160.0 (Cari, Carbamat); 153.0 (C=0, Aloc); 132.4 (-CH=CH,, Aloc); 129.0 (Cari,
Carbamat); 119.9 (Caryi, Carbamat); 117.8 (-CH=CH,, Aloc); 86.2 (s, C1); 71.5 (C3);
69.8 (C35); 66.8 (C4); 65.9 (CH,, Aloc); 51.8 (COOCH3); 49.4 (C2); 39.5 (C6); 32.7
(CH2,COOCH3); 30.8 (SCH,CHb); 25.12 (SCH2CHy); 23.1 (CH3).

ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 596.42 (80%, [M+Na]", ber.:
596.14), 574.45 (30%, [M+H]*, ber.: 574.16), 440.34 (50%, [3-OH, M+Ca]**, ber.:
440.34), 251.16 (100%).

C24H3,CIN3O09S (574.04)
Nebenprodukt 151:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 25.40 min (35%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 43.83 min. Ausbeute: 1.4 mg (12.0% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.

'"H-NMR (400 MHz, 'H-'H-COSY, CDCls+ DMSO-ds), 6 [ppm]: 9.02 (s, 1H, NH,
Allophanat-3); 7.49 (d, °J = 9.0 Hz, 2H, Hay, Allophanat); 7.44 (d, *J = 8.7 Hz, 2H,
Haryi, Allophanat); 7.26 (m., 3H, 6-NH, Ha.y, Allophanat); 7.16 (d, 3] =8.8 Hz, 2H,
Haryi, Allophanat); 5.32 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.39 (d, °J = 5.3 Hz, 1H, H1); 5.2
(dd, *J =17.3,%J = 0.7 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.07 (d, *J = 10.2 Hz, 1H, NH,
Carbamat-2); 5.00 (d, *J = 9.5 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 4.85 (dd, *J = 11.5 Hz, *J
= 3.0 Hz, 1H, H3); 4.64 (m., 1H, H2); 4.59 (m., 2H, -CH,-, Aloc); 4.48 (m., 1H, HYS);
3.99 (m, 1H, H4); 3.93 (m., 1H, Hg,); 3.64 (s, 3H, COOCH5); 3.27 (m., 1H, Hgp); 2.63
(m., 2H, SCH,CH>); 2.45 (s, 3H, CH3); 2.35 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, CH,COOCHj3); 1.89
(me, 2H, SCH,CH,).
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ESI-MS (isoliertes Produkt, Gerit 1), positiv m/z = 596.42 (80%, [M+Na]", ber.:
596.14), 574.45 (30%, [M+H]", ber.: 574.16), 440.34 (50%, [3-OH, M+Ca]**, ber.:
440.34), 251.16 (100%).

C31H36C1LN4O;0S (727.61)

S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-4-0-(4-

chlorphenylcarbamoyl)-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersiuremethylester

(152a) al
\©\ 0 GH,
G
N 0 )
Q

entsprechend der allgemeinen HO .

Arbeitsvorschrift AAVS zur oet s \/\)J\
OCH,

Carbamoylierung mit Isocyanaten an der

Die Synthese des Produktes wird

festen Phase mit 4-Chlorphenylisocyanat durchgefiihrt. Die Abspaltung vom polymeren
Triager erfolgt nach der modifizierten Arbeitsvorschrift AAV16 mit 50%iger
Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit 5% Dimethylsulfid als Scavenger. Auf das
Ausfillen mit Diethylether wird verzichtet. Das Losungsmittel wird vollstiandig entfernt,

das Rohprodukt wird mit 2-3 mL Wasser versetzt und lyophylisiert.
Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 16.6 mg (>100%); gelber amorpher Feststoff.

Im Rohprodukt kénnen vier Produkte nachgewiesen werden, sowohl das gewiinschte
Produkt 152a und das silylierte Produkt S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-4-O-(4-chlorphenylcarbamoyl)-3-O-tert-butyl-
dimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersduremethylester (152b) als auch
die 4-Allophanatderivate: S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-(Allyloxycarbonyl)-
amino-2-desoxy-4-0-(di-(4-chlorphenyl)-allophanat-a-D-galactopyranosyl]-4-
mercaptobuttersduremethylester (153a) und S-[6-N-(Acetyl)-amino-6-desoxy-2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-4-O-(di-(4-chlorphenyl)-allophanat-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-a-D-galactopyranosyl]-4-mercaptobuttersduremethylester (153b).
ESI-MS (Rohprodukt, Gerit 1), positiv m/z = 840.79 (<5%, [4-Allophanat, 3-TBSO,
M]", ber.: 840.24), 749. 25 (<5%, [4-Allophanat, [M+Na]®, ber.: 749.14), 710.42 (45%,
3-TBSO, [M+Na]", ber.: 710.23), 688.48 (<5 %, 3-TBSO, [M+H]", ber.: 688.25),
596.39 (<5%, [M+Na]", ber.: 596.14).
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Das HPLC-Chromatogramm zeigt mehrere Signale. Es gelingt zwei Produkte zu

isolieren. Gewiinschtes Produkt 152a:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 16.25 min (6%), bei 4 = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 25.08 min. Ausbeute: 1.1 mg (12.0% nach semi-
praparativer HPLC, bezogen auf Kohlenhydrat am Harz); farbloser amorpher Feststoff.
"H-NMR (400 MHz, 'H-"H-COSY, CDCl3), 6 [ppm]: 7.34 (d, °J = 8.9 Hz, 2H, Hawy,
Carbamat); 7.27 (d, 37 =89 Hz, 2H, Hary, Carbamat); 6.36 (m., 1H, 6-NH); 5.90 (m,,
1H, CH,=CH-, Aloc); 5.37 (d, *J = 5.2 Hz, 1H, H1); 5.31 (dd, *J = 17.2 Hz, °J = 1.5 Hz,
1H, CH,=CH-, Aloc, (trans)); 5.22 (dd, *J = 10.5 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc,
(cis)); 5.20 (m,, 1H, H4); 5.09 (m., 1H, H3); 4.57 (m., 2H, -CH>-, Aloc); 4.33 (m,, 1H,
H2); 4.31 (t, °J = 7.1 Hz, 1H, H5); 3.68 (s, 3H, COOCH3); 3.62 (m,, 1H, Hg,); 3.16 (m,,
1H, Hgp); 2.67 (m., 2H, SCH,CH,); 2.44 (m,, 2H, CH,COOCH3); 1.98 (s, 3H, CHj3);
1.95 (m, 2H, SCH,CH,).

FD-MS, positiv m/z = 573.6 (100 %, [M]", ber.: 573.15), 421.5 (10%, [3-OH, M+H]",
ber.: 421.2).

C24H3,CLN300S (574.04)
Nebenprodukt 152b:

HPLC: analytische HPLC: Gradient B, R, = 28.83 min (54%), bei A = 214 nm; semi-
praparative HPLC: Gradient G, R, = 41.90 min. Man erhélt 7.1 mg des Produktes,
Ausbeute 64.5% nach semi-praparativer HPLC (bezogen auf Kohlenhydrat am Harz);
farbloser amorpher Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, '"H-"H-COSY, CDCls), d [ppm]: 7.64 (s,, 1H, NH, Carbamat-4);
7.34 (d, °J = 8.8 Hz, 2H, Ha,y, Carbamat); 7.2 (d, *J = 9.0 Hz, 2H, Hay, Carbamat);
6.34 (m., 1H, 6-NH); 5.89 (m., 1H, CH,=CH-, Aloc); 5.29 (m., 2H, H1, CH,=CH-,
Aloc, (trans)); 5.21 (dd, 37=104 Hz, 2J=13 Hz, 1H, CH,=CH-, Aloc, (cis)); 5.02 (m,,
1H, H4); 4.72 (d, *J = 1.3 Hz, 1H, H3); 4.54 (m, 2H, -CH>-, Aloc); 4.39 (m., 1H, H2);
431 (t,*J =7.1 Hz, 1H, H5); 3.67 (s, 4H, Hsa, COOCH3); 3.16 (m,, 1H, Hgy); 2.68 (t, °J
= 7.1 Hz, 2H, SCH,CH,); 2.44 (m., 2H, CH,COOCH3); 1.98 (s, 3H, CH3); 1.94 (m,,
2H, SCH,CH>); 0.75 (s, 9H, CH;"""®", TBS); 0.04 (s, 3H, CH3, TBS); 0.02 (s, 3H, CH3,
TBS).

FD-MS, positiv m/z = 961.1 (15%), 688.8 (100 %, [M+H]", ber.: 688.2), 153.4 (90%).
C30H46C1oN300SS1 (688.30)
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