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1 EINLEITUNG

1.1 WIRKSTOFFSUCHE IN DER PHARMAZEUTISCHEN
INDUSTRIE

Die Suche nach neuen Therapeutika ist die wichtigste Aufgabe der forschenden
Pharmaunternehmen. Die Anspriiche an moderne Wirkstoffe sind sehr hoch. Neben
einer hohen Aktivitit miissen weitere Eigenschaften wie geringe Toxizitdt, hohe
Bioverfiigbarkeit sowie keine Mutagenitit gegeben sein. Auch die Patentierbarkeit
spielt hier eine wesentliche Rolle.

Schon seit weit mehr als 100 Jahren beschéftigen sich Naturwissenschaftler damit,
Substanzen zu erzeugen oder aus der Natur zu isolieren und ihre Wirksamkeit zur
Bekdmpfung von Krankheiten zu untersuchen. Friither fand diese Priifung noch fast
ausschlieBlich in langwierigen Zellkultur- und Tierversuchen statt. Inzwischen hat die
interdisziplindre Zusammenarbeit von Chemie, Biologie und Medizin zu einem
besseren Verstindnis fiir pathogene Vorginge in Mensch, Tier und Zelle auf
molekularer Ebene gefiihrt. Mit diesen neuen Erkenntnissen ist es zum einen mdoglich,
verstirkt zielgerichtete Synthesen durchzufiihren, die auf Strukturvorschligen der
sogenannten ,,/n-Silico-Chemie* basieren, zum anderen ist es mdglich, z.B. aus
geeigneten, zum Teil gentechnisch hergestellten Proteinen Testsysteme fiir potentielle
Wirkstoffe aufzubauen, mit denen Kleinstmengen einer Vielzahl dieser Stoffe sehr
effizient untersucht werden konnen. Mit Hilfe dieses sogenannten high throughput
screenings (HTS) konnen pro Tag Tausende von Substanzen auf ihre Wirksamkeit
gepriift werden. Durch den spiteren Ubergang zum ultra high throughput screening
(UHTS) wurde die Mdglichkeit geschaffen, bis zu 100.000 Verbindungen an einem Tag
auf ihre biologische Wirksamkeit zu priifen. Somit ist nicht mehr die Priifung, sondern
die organische Synthese der limitierende Faktor bei der Wirkstoffsuche. Eine Methode,
die es ermdglicht, eine groe Anzahl von Verbindungen in einer kurzen Zeit
bereitzustellen, die kombinatorische Chemie.!

! Ubersichtsarbeiten: a) M. A. Gallop, R. W. Barrett, W. J. Dower, S. P. A Fodor, E. M. Gordon, J. Med.
Chem. 1994, 37, 1233; b) E. M. Gordon, R. W. Barrett, W. J. Dower, S. P. A. Fodor, M. A. Gallop, J.
Med. Chem. 1994, 37, 1385; ¢) N.K. Terrett, M. Gardner, D. W. Gordon, R. W. Kobylecki, J. Steele,
Tetrahedron 1995, 51, 8135; d) J. Friichtel, G. Jung, Angew. Chem. 1996, 108, 19; ¢) L. A. Thompson,
J. A. Ellman, Chem. Rev. 1996, 96, 555; f) P. H. H. Hermkes, H. C. J. Ottenheijm, D. Rees,
Tetrahedron 1996, 52, 4527; g) F.Balkenhohl, C. von dem Bussche-Hiinnefeld, A. Lansky, C. Zechel,
Angew. Chem. 1996, 108, 3001; h) K. Frobel, T. Krdmer, Chemie in unserer Zeit 1996, 6, 270.



1 EINLEITUNG 2

1.2 KOMBINATORISCHE CHEMIE

Das Ziel der kombinatorischen Chemie ist es, Scharen oder sogenannte Bibliotheken
von Produkten mit moglichst groBer Diversitit durch Umsetzung an mehreren
funktionellen Gruppen von Edukten darzustellen.

Der Grundgedanke der kombinatorischen Chemie ist der Evolution nachempfunden. In
der Natur wird aus einer beschrinkten Anzahl von Bausteinen, wie z. B. Nucleotiden
oder Aminosduren, eine fast unbeschrinkte Anzahl von Produkten gebildet. Aus
Nucleotiden entstehen so Ribonucleinsduren und Desoxyribonucleinsduren, aus
Aminosduren werden Proteine mit verschiedensten Funktionen aufgebaut.

Ein weiteres Beispiel ist in der Herausbildung der Antikdrpervielfalt durch die
Umordnung ganzer Genabschnitte gegeben.™ Das dreimensionale Geriist eines
Antikorpers ist aus zwei schweren (H-Ketten) und zwei leichten (L-Ketten)
Polypeptidketten aufgebaut, die sechs Schleifen auf einem achtstringigen B-Faltblatt als
Strukturelemente enthalten.

Heavy Chain
50 KD

Light Chain
25 KD

|2>(Fab I

1 x F(ab’);
Papain
Pepsin
Flexibles Gelenkteil + I xFc
{hinge-region)
Cya
50KD + 25 KD =75 KD} x 2 = 150 KD
-COOH

Abb. 1-1: Prinzipieller Aufbau eines Antikorpers.

2C A Janeway, P. Travers, M. Walport, M. Shlomchik, Immunologie, 5. Auflage, Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg, 2002, Kap. 4.

3 a) A. G. Beck-Sickinger, P. Weber, Kombinatorische Methoden in Chemie und Biologie, Spektrum,
Akademischer Verlag 1999, Kap. 1; b) D. R. Liu, P. G. Schultz, Angew. Chem. 1999, 111, 36.



1 EINLEITUNG 3

Diese Struktur wird durch vier unterschiedliche Gensegmente codiert: V (variable), D
(diversity), C (constant) und J (joining). Jedes dieser Segmente wird wiederum durch
die zufillige Reorganisation von bestimmten Genabschnitten verschliisselt. So entsteht
eine Bibliothek Keimbahn-Antikorper von hoher Diversitit. Aus diesen Antikdrpern
muss dann die Struktur ausgewidhlt werden, die am besten an die korperfremde Substanz
bindet. Die Affinitit des entsprechenden Antikorpers wird im Laufe der Immunantwort
zusitzlich durch somatische Mutationen sehr stark erhoht. Bei diesem Prozess werden
die Basen der DNA-Sequenz fiir die variable Region des Antikorpers sukzessive
ausgetauscht.”

leichte Kette L schwere Kette

! | __ J C LV D J - C.:
' KeinbatnONA | ‘ g === £ J.?#‘—Zﬂ—-ﬂ-.

somatische
Rekombination

L v 0J I

DJ-verkniiptte
umgeordnete DNA |
| — _?J |
| somatische ‘

DNA

! Rekombination

VJ- oder VDJ-verknipfte
umgeordnete DNA

Transkription

primares l |
RNA-Transkript | |

_ ‘

Spleifen

RANA

mANA

= ———

Translation

Protein

Segment Leichte Ketten : k | Leichte Ketten : A | Schwere Kette: H
V-Segmente 40 30 65
D-Segmente 0 0 27
J-Segmente 5 4 6

Abb. 1-2: Somatische Rekombination: a) Aufbau der Gene der variablen Region aus Gensegmenten;
b) Anzahl funktioneller Gensegmente fiir die variablen Regionen der schweren und leichten
Kette in menschlicher DNA.’
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1.2.1 ENTWICKLUNG IN DER KOMBINATORISCHEN CHEMIE

Bei der kombinatorischen Synthese orientiert man sich prinzipiell am gleichen Schema
wie die Natur: man geht von einem begrenzten Pool chemischer Bausteine aus und
erzeugt daraus schrittweise neue Molekiile. Bei der kombinatorischen Synthese in
Losung gibt es allerdings Probleme praktischer Natur: die Bausteine haben meist nicht
die gleiche Reaktivitét, so dass bei Konkurrenzsituationen keine Gleichverteilung der
Produkte zu erwarten ist. Durch die Wiederholung dieser Prozedur im Zuge einer
mehrstufigen Synthese wiirden sich die Mengenverhiltnisse in der Produktbibliothek
daher stark verzerren. Fiihrt man eine Synthese in mehreren Reaktionsschritten durch,
so miissen die Reinigungsvorginge, die zwischen den einzelnen Kondensationen
durchgefiihrt werden, alle gewiinschten Produkte erfassen.

Dieses Problem ldsst sich durch die von Merrifield eingefiihrte Festphasensynthese von
Peptiden umgehen.* Bei diesem Verfahren wird durch das Einwirken groBer
Uberschiisse geldster Reagenzien auf das polymergebundene Substrat das Zielmolekiil
aufgebaut. AuBerdem konnen nach dieser Methode der Uberschuss an Reaktanden und
die anfallenden Nebenprodukte, die nicht kovalent an den polymeren Triger gebunden
sind, nach der Reaktion durch Waschen entfernt werden. Dabei treten keine
Reinigungsverluste auf. Bei diesem Verfahren sowie bei der spiter von Geysen ent-
wickelten Multipin-Synthese® und der von Houghten veroffentlichten teabag-Methode®
handelt es sich um Parallelsynthesen. Hier werden fiir alle Substanzen die
Reaktionsschritte gleichzeitig durchgefiihrt. In jedem der ReaktionsgefiBle wird aber
jeweils nur eine definierte Komponente aufgebaut. Ein neuer Ansatz, die split-couple-
recombine-Methode (kurz: split-mix-Methode), wurde von Furka eingefiihrt:’ dabei
wird der polymere Trager in kleine Portionen aufgeteilt und in verschiedene
Reaktionsgefdlle verteilt (split), wobei die Anzahl der Gefille der Anzahl der
eingesetzten Reagenzien entspricht. Die folgende Reaktion kann mit einem groflen
Uberschuss des Reagenz durchgefiihrt werden. Erst nach dem Waschvorgang werden
die Polymerportionen wieder vereinigt (recombine bzw. mix) und griindlich gemischt.
Anschlieffend wird das Tragermaterial erneut verteilt, und es kann eine zweite Reaktion
nach dem gleichen Prinzip durchgefiihrt werden. Durch stindiges Wiederholen dieser
Zyklen lassen sich so alle gewiinschten Kombinationen aufbauen.

4 R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 90, 10922.

> a) H. M. Geysen, R. H. Meloen, S. J. Barteling, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 3998; b) H. M.
Geysen, S. J. Barteling, R. H. Meloen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 178.

SR.A. Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 19885, 82, 5131.
7 A. Furka, F. Sebetyén, M. Asgedom, G. Dibo, Int. J. Protein Res. 1991, 37, 487.
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Abb. 1-3: Die split-mix-Synthese nach Furka.

So enthélt jedes der Polymerkiigelchen am Ende der Reaktionsfolge nur eine
Verbindung (one bead, one compound). Falls die Aufteilung immer gleichmifBig ist und
die Kupplungen aller Peptide mit vollstdindigem Umsatz ablaufen, sind alle Peptide in
der Produktbibliothek gleich verteilt, was einen Vorteil gegeniiber der Synthese von
Mischungen in Losung darstellt.

Tabelle 1-1: Vor- und Nachteile der Fest- und Fliissigphasensynthese.

Festphasensynthese | Fliissigphasensynthese
Entwicklungsaufwand hoch niedrig
Einschriankung der Reaktionsbedingungen |ja nein
Analytische Uberwachung schwierig einfach
Probleme beim Einsatz hoher nein ja
Reagenzieniiberschiisse
Automatisierung von Aufarbeitung und cinfach schwierig
Reinigung
Erreichbare Anzahl der Reaktionsschritte |hoch niedrig
Darstellung grofler Produktmengen schwierig einfach
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Im Allgemeinen spielt es keine Rolle, ob eine Substanzbibliothek in Losung oder an der
festen Phase hergestellt wurde. Beide Strategien weisen sowohl Vor- als auch Nachteile
auf, wie in Tabelle 1-1 zu sehen ist. Es muss deshalb von Fall zu Fall entschieden
werden, welche Strategie flir die geplante Synthese die gilinstigere ist. Die kiirzere
Entwicklungszeiten machen die automatisierte Synthese in Losung fiir die Darstellung
kleinerer Bibliotheken attraktiv, wéhrend komplexere Substrate und gro3e Bibliotheken
bevorzugt an fester Phase synthetisiert werden.

1.2.2 IDENTIFIZIERUNG AKTIVER STRUKTUREN

Nach der erfolgreichen kombinatorischen Synthese einer Substanzbibliothek ist der
nichste Schritt die Untersuchung auf biologische Aktivitdt und eine anschlieBende
Strukturaufklarung der aktiven Substanzen. Dies stellt bei Bibliotheken, die mit Hilfe
von Parallelsynthesen hergestellt wurden, kein Problem dar. Wurde dagegen eine
Mischungssynthese angewandt, ist die Aufgabe schwieriger. Durch Uberlagerung von
verschiedenen Effekten kann es manchmal zu falsch negativen und héufiger zu falsch
positiven Resultaten kommen. Dieses Problem der Untersuchung von Mischungen kann
bei der split-mix-Synthese, bei der vor dem abschlieBenden Abspaltungsschritt jedes
bead (Polymerkiigelchen) nur mit einer Substanz beladen ist, umgangen werden, indem
Testsysteme entwickelt werden, die auch fiir gebundene Substanzen funktionieren. Eine
alternative Technik hierzu beruht auf der Inkubation der beads mit einem
fluoreszenzmarkierten 16slichen Rezeptorprotein, das sich an die Polymerkiigelchen mit
einer aktiven Substanz bindet.® Hierbei muss allerdings durch weitere Untersuchungen
in Losung iiberpriift werden, ob auch das ungebundene Molekiil den gewiinschten
Effekt zeigt.

Die Strukturaufkldrung einer aktiven Komponente ist der nachste Schritt, der bei der
Verwendung von Bibliotheken, welche mit dem split-mix-Verfahren synthetisiert
wurden, problematisch sein kann. Wéhrend man bei Bibliotheken, die durch
Parallelsynthese hergestellt wurden, die Komponenten leicht anhand ihrer rdumlichen
Position oder ihrer Markierung identifizieren kann, miissen zur Unterscheidung
einzelner Polymerkiigelchen spezielle analytische Techniken genutzt werden. Eine
elegante aber synthetisch aufwendige Methode ist die Codierung der Substanzbibliothek
mit Hilfe von fags (Molekiile, die zur Identifizierung dienen und leicht zu analysieren
sind). Diese werden nach einem Kupplungsschritt wahrend einer split-mix-Synthese vor
dem Mischen der Polymerkiigelchen mit auf den Trager gekuppelt. Dabei muss
allerdings sicher gestellt sein, dass es zu keiner wechselseitigen Beeinflussung der

¥ D. Tiebes in Combinatorial Chemistry — Synthesis, Analysis, Screening (Hrsg.: G. Jung), Wiley-VCH,
Weinheim 1999, Kap. 1.
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Ligand- und der fag-Synthese kommt. AuBlerdem muss eine Verfilschung der darauf
folgenden Tests auf biologische Aktivitit ausgeschlossen sein. Als fags werden
hauptsichlich Nucleotide’ und Aminosduren'® (sowohl natiirliche als auch nicht
natiirliche) verwendet. Wird eine biologische Aktivitdt festgestellt, kann durch PCR
(Polymerase-Kettenreaktion) und einer anschlieBenden  Sequenzierung  des
Oligonucleotids oder entsprechend durch einen Edmann-Abbau des Peptids die
Ligandsequenz decodiert werden.

Eine weitere Moglichkeit bietet die bindre Kennzeichnung (d. h. durch An- oder Ab-
wesenheit der tags) der Liganden. Bei dieser Methode ist es vor allem bei groferen
Bibliotheken von Vorteil, dass hier durch wesentlich weniger fags verschliisselt werden
kann. Diese Methode wurde erstmals von Still et. al.'’ vorgestellt, der chemisch relativ
inerte Haloarylether'” einsetzte, die durch Rhodium-katalysierter Carbeninsertion an die
Polymerkiigelchen gebunden werden. Diese konnen nach der Spaltung eines
oxidationslabilen Linkers, der den Haloarylether mit dem Riickgrat des Polymers
verbindet, freigesetzt werden und anschlieBend selbst im subpicomolaren Bereich gas-
chromatographisch nachgewiesen werden.

R
Cl Cl
)Cl)\
o O/\é%/\o N
n
Cl
OMe

1

NS

Abb. 1-4: Haloarylether zur chemischen Codierung von Substanzbibliotheken nach Still.

Eine weitere Methode fiir das Auffinden aktiver Strukturen, die sowohl fiir Mischungen
als auch fiir Bibliotheken aus einer split-mix-Synthese angewendet werden kann, ist die
Dekonvolution. Dieses Verfahren beruht auf dem Vergleich der Aktivitdt von gesondert
hergestellten Sub-Bibliotheken, deren Mitglieder jeweils in einer Position den gleichen
Substituenten haben."® Die Struktur der aktivsten Verbindung ldsst sich dann aus dem

’S. Brenner, R. A. Lerner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 5381.
107 M. Kerr, S. C. Banville, R. N. Zuckermann, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 2529.

1 a) M. H. Ohlmeyer, R. N. Swanson, L. W. Dillard, J. C. Reader, G. Asouline, R. Kobayashi, M. Wigler,
W. C. Still, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 10922; b) A. Borchardt, W. C. Still, J. Am. Chem.
Soc. 1994, 116, 7467.

ZH. P Nestler, H. Wennemers, R. Sherlock, D.Y. Dong, Bioorg. Chem. Lett. 1996, 6, 1327.

" '2) H. M. Geysen, S. J. Rodda, T. J. Mason, Mol. Immunol. 1986, 23, 709; b) R. A. Houghton, C. Pinilla,
S. E. Blondelle, J. R. Appel, C. T. Dooley, J. H. Cuervo, Nature 1991, 354, 84; c) E. Erb, K. D. Janda,
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Vergleich der jeweils aktivsten Sub-Bibliothek ableiten. Dieses Verfahren ist gegeniiber
der urspriinglichen split-mix-Synthese allerdings mit einem deutlich hoheren Aufwand
verbunden.

AuBer diesen indirekten Arten zur Strukturanalyse der Verbindungen auf den beads
existieren auch direkte Methoden. Haufig werden massenspektrometrische Verfahren
verwendet. NMR-spektroskopische Analysetechniken sind dagegen meist nicht
empfindlich genug. Chemische und biochemische Vorgehensweisen wie PCR oder
Edmann-Abbau sind auf die Analyse von Olignucleotiden bzw. von linearen
Oligopeptiden beschrinkt.

1.2.3 ORGANISCHE CHEMIE AN DER FESTEN PHASE

Wie oben schon beschrieben, wurden die ersten Reaktionen an der festen Phase als
Peptidsynthesen durchgefiihrt.'© ®-* Auch heute ist die Peptidsynthese oder zumindest
die Kniipfung von Amidbindungen immer noch das bedeutendste Anwendungsgebiet
der kombinatorischen Chemie an fester Phase. Dies ist aufgrund der hohen
Verfiigbarkeit strukturell verschiedener Bausteine und den optimierten Verfahren zur
Kniipfung peptidischer Bindungen leicht verstidndlich. Allerdings sind Peptide vom
pharmakologischen Standpunkt gesehen, problematische Substanzen, da sie nicht nur
im Verdauungstrakt, sondern auch im Blut einem Abbau durch proteolytische Enzyme
unterliegen. Aullerdem haben Peptide oft nur eine geringe Fahigkeit, Membranen zu
durchqueren, was sie als potentielle Wirkstoffe ungeeignet macht. Somit war es nétig,
zur Suche von Wirkstoffen die organische Synthese an fester Phase zu erweitern. Es
entwickelte sich die sogenannte solid phase organic chemistry (SPOC).'* Dieses Gebiet
beschéftigt sich mit dem Aufbau komplexer Molekiile an polymeren Tridgern mit Hilfe
von Reaktionen, die an die besonderen Erfordernisse des Arbeitens an fester Phase
angepasst sind. Dabei ist zu beachten, dass die Anbindung der Bausteine an den Triger
wihrend der Synthese stabil sein sollte, jedoch nach der Reaktion ohne Zerstérung des
Produkts l6sbar sein muss. Desweiteren muss die Solvenskompatibilitdt der Tréiger-
materialen beachtet werden. Die meisten Trdgermaterialien haben nicht nur eine
begrenzte chemische Stabilitdt, sondern schrianken aufgrund ihrer Quell-Eigenschaften
die Moglichkeiten bei der Ldsungsmittelwahl ein. Das sehr hiufig verwendete

S. Brenner, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 1994, 91, 11422; d) L. Wilson-Lingardo, P. W. Davis, D. J.
Ecker, H. Herbert, O. Acevedo, K. Sprankle, T. Brennan, L. Schwarcz, S. M. Freier, J.R. Wyatt, J.
Med. Chem. 1996, 39, 2720.

'*"2) B. A. Bunin, The Combinatorical Index, Academic Press, San Diego 1998; b) S. E. Booth, C. M.
Dreef-Tromp, P. H. H. Hermkens, J. A. P. A. de Man, H. C. J. Ottheijm in Combinatorical Chemistry —
Synthesis, Analyses, Screenings (Hrsg.: G. Jung, Wiley-VCH, Weinheim 1999, Kap. 2
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Polystyrol ldsst sich beispielsweise nicht in Wasser oder Methanol zu einem Gel
quellen.” Eine solche Quellung ist aber fiir eine Umsetzung an den auch im Inneren der
Polymerkiigelchen befindlichen Funktionalititen erforderlich. AuBerdem muss die
deutliche  Verlangsamung der Reaktionen zum  Beispiel durch  hohe
Reagenzieniiberschiisse ausgeglichen werden. Zu den zahlreichen, bereits erfolgreich an
fester Phase durchgefiihrten Reaktionen gehoren neben der Amidbindung auch
aromatische Substitutionen, verschiedene Arten der Kondensation (Aldol-, Claisen-,
Knoevenagel-Kondensation, Pictet-Spengler-Reaktion), Cycloadditionen,
Glycosylierungen, metallorganische = Reaktionen, nucleophile  Substitutionen,
Olefinierungen, Oxidationen, sowie viele Heterocyclen-Synthesen.'®

Es ist moglich, die Synthesen an fester Phase in drei Gruppen einzuteilen: die
Darstellung linearer Oligomere, die Synthesen an praformierten Geriisten (Scaffolds)
und die Aufbausynthesen. Bei der kombinatorischen Synthese an einem Scaffold
werden schrittweise strukturell unterschiedliche Substituenten in bestimmte Positionen
eingefiihrt, wihrend bei der Aufbausynthese eine Reaktion an einer Funktionalitét
durchgefiihrt wird, die in einem vorhergehenden Schritt neu erzeugt wurde. Haufig
bedient man sich aber wihrend einer Synthese mehrerer Strategien, da die Grenzen
meist fliessend sind.

1.2.4 KOMBINATORISCHE METHODEN IN DEN BIOWISSENSCHAFTEN

Seit einiger Zeit finden kombinatorische Strategien auch in der Molekularbiologie eine
breite Anwendung. Ein Beispiel hierfiir ist die in vitro-Evolution von Aptameren.'’
Dabei wird eine hidufig auf chemischem Weg synthetisierte Bibliothek aus
Oligonucleotiden mit zufélligen Basensequenzen einem Selektionsschritt unterzogen, in
dem das Auswahlkriterium z. B. eine mdglichst gute Bindung der RNA oder DNA an
ein anderes Molekiil ist. Die Oligonucleotide mit dem hdchsten Bindungsvermdgen
werden dann durch PCR (Polymerase-Kettenreaktion) oder error-prone PCR (PCR-
Variante, bei der durch die Anwesenheit von Mangan-lonen beabsichtigt mutierte

Sequenzen generiert werden) vervielfiltigt und dann wieder dem Zyklus aus Selektion,

'S R. Santini, M. 1. Griffith, M. Qi, Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8951

16 a) P. H. H. Hermkens, H. J. C.Ottenheijm, D. Rees, Tetrahedron 1996, 52, 4527; b) A. Nefzi, J. M.
Ostresh, R. A. Houghten, Chem. Rev. 1997, 97, 449.

17 a) A. D. Ellingtion, J. W. Szostak, Nature 1990, 346, 818; b) A. D. Ellington, S. E. Osborne, Chem.
Rev. 1997, 97, 349; ¢) M. Famulok, A. Jenne, Curr. Opin. Chem. Biol. 1998, 2, 230; d) M. Famulok in
Combinatorial Chemistry — Synthesis, Analysis, Screening (Hrsg.: G. Jung), Wiley-VCH, Weinheim
1999, Kap. 9.
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Amplifikation und eventuell Mutation zugefiihrt. So werden nach mehreren Zyklen
Amptamere mit einer deutlich hdheren Bindungsaffinitét erhalten.

Die Display-Techniken nutzen eine Verkniipfung zwischen dem Phéanotyp
(Proteinstruktur) und dem Genotyp (Basensequenz). Beim Phage-Display werden
DNA-Sequenzen in Phagenvektoren kloniert. Dies fiihrt dann zu einer Expression der
durch die DNA codierten Proteine auf der Oberfliche der Phagen.'® Diese
Phagenbibliothek kann dann einer Selektion nach den Bindungseigenschaften der
exprimierten Proteine unterzogen werden, wobei nur die Phagen vermehrt werden, die
ein Protein mit der gewlinschten Bindungsaffinitdt tragen. Wie schon bei der in vitro-
Evaluation von Apatmeren fithren Mutationen beim Wiederholen des Verfahrens iiber
mehrere Generationen zu einer deutlichen Steigerung der Bindungsaffinitit. Im
Anschluss kann die Peptidsequenz des optimierten Proteins durch Sequenzierung der
DNA des entsprechenden Phagen erhalten werden. Das Ribosomen-Display beruht auf
einer entsprechenden Technik.'

1.2.5 KOHLENHYDRATE ALS SCAFFOLDS IN DER KOMBINATORISCHEN
CHEMIE

Kohlenhydrate haben eine hohe Dichte an funktionellen Gruppen, die mit einer gro3en
konformativer Stabilitdt prasentiert werden. Zusétzlich besitzen sie eine grofle Anzahl
Stereozentren und sind somit Verbindungen mit einer hohen chiralen Information.
Aufgrund dieser strukturellen Eigenschaften stellen Saccharide interessante Scaffolds
fiir die kombinatorische Synthese von Peptidomimetika und anderen bioaktiven
Verbindungen dar.*® Konzepte und synthetische Strategien fiir die Darstellung von
Peptidomimetika auf der Basis von Kohlenhydrat-Geriisten wurden seit 1980 sowohl in
Form von Reaktionen in Losung als auch in Form von Festphasensynthesen verfolgt.

18 a) W. E. Cwirla, E. A. Peters, R.W. Barrett, W. J. Dower, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, 6378;
b) J. K. Scott, G. P. Smith, Science 1990, 249, 386; ¢) G. P. Smith, V. A. Petrenko, Chem. Rev. 1997,
97, 391.

19 J. Hanes, A. Pliickthun, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94, 4937.

2 2) M. J. Sofia, D. J. Silva, Curr. Opin. Drug Disc. Dev. 1999, 2, 365; b) S. A. W. Gruner, E. Locardi, E.
Lohof, H. Kessler, Chem. Rev. 2002, 102, 491; c) F. Peri, L. Cipolla, E. Forni, F. Nicotra, Monats.
Chem. 2002, 133,369; d) G. T. Le, G. Abbenante, B. Becker, M. Grathwohl, J. Halliday, G. Tometzki,
J. Zuegg, W. Meutermans, DDT 2003, /5, 701; e) J. Ohnsmann, M. Madalinski, H. Kunz, Chimica
Oggi 2005, 23, 16.
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Einer der ersten Ansitze zur Synthese von Peptidomimetika in Losung wurde 1993 von
Hirschmann, Nicolaou, Smith et. al. vorgestellt.?' Sie nutzen ein Monosaccharid-
Templat mit funktionalisierten Seitenketten. Sie konnten auf diese Weise einen
Somatostatin Antagonisten synthetisieren, dessen Struktur mit Hilfe eines Glucose-
Molekiils die Turn—Region des Hormons imitiert. Papageorgiou et al. synthetisierten
kurze Zeit spiter ebenfalls ein nichtpeptidisches Mimetikum von Somatostatin, das auf
einer tetrasubstituierten Xylofuranose aufbaut.”

Ein weiteres Beispiel fiir den Einsatz von Kohlenhydraten als Scaffolds in der
kombinatorischen Synthese ist die Synthese verschiedener RGD-Mimetika (RGD:
Arginin-Glycin-Asparaginsiaure) durch Nicolaou” und Moitessier’ (Abb. 1-5). Sie

nutzten dabei die zuvor von Kefler™

angestellten Studien zur Untersuchung eines
bioaktiven Cyclopeptids (cCRGDFV). Es konnte gezeigt werden, dass Peptide, welche
die RGD-Sequenz beinhalten, vielversprechende Substanzen fiir die Therapie von
Tumoren sind. Diese Peptide sind in der Lage den Zell-Adhésions-Prozess zu steuern.

Sie binden mit unterschiedlicher Affinitét an die individuellen Integrin-Rezeptoren.

2 a) R. Hirschmann, K. C. Nicolaou, S. Pietranico, J. Salvino, E. M. Laehy, P. A. Sprengeler, G. Furst, A.
B. Smith III, C. D. Strader, M. A. Cascieri, M. R. Candelore, C. Donaldson, W. Vale, L. Maechler, J.
Am. Chem. Soc. 1997, 114, 9217; b) R. Hirschmann, K. C. Nicolaou, S. Petranico, E. M. Leahy, J.
Salvino, B. Arison, M. A. Cichy, P. G. Spoors, W. C. Shakespear, P. A. Sprengeler, O. Harnley, 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, 118, 12550; c) R. Hirschmann, W. Yao, M. A.
Cascieri, C. D. Strader, L. Maechler, M. A Cichy-Knight, J. Jr. Hynes, R. D. van Rijn, P. A. Sprengeler,
A. B. Smith III, J. Med. Chem 1996, 39, 2441.

2. Papageorgiou, R. Haltiner, C. Bruns, T. J. Petcher, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1992, 2, 135.
# K. C. Nicolaou, J. I. Trujillo, K. Chibale, Tetrahedron 1997, 53, 8751.

2 a) N. Moitessier, H. Minoux, B. Maigret, F. Chretien, Y. Chapleur, Lett. Pept. Sci. 1998, 5, 75; b) N.
Moitessier, S. Dufour, F. Chretien, J. P. Thiery, B. Maigret, Y. Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 1983.

% a) M. Gurrath, G. Miiller, H. Kessler, M. Aumailley, R. Timple, Eur. J. Biochem. 1992, 210, 911; b) R.
Haubner, R. Gratias, B. Diefenbach, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 7461; c) R. Haubner, W. Schmitt, G. Holzemann, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am.
Chem. Soc. 1996, 118, 7881; d) Wermuth, J. S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem.
Soc. 1997, 119, 1328; e) R. Haubner, D. Finsinger, H. Kessler, Angew. Chem, Int. Ed. Engl. 1997, 36,
1375.
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cRGDFV: Peptid-Mimetikum von Kef3ler RGD-Mimetikum Nicolaou et al.
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Aktivstes RGD Mimetikum (von 126) synthetisiert von Montessier

Abb. 1-5: cRGDFV und RGD-Mimetika.

Im Gegensatz zu diesen Synthesen einzelner Verbndungen in Losung wurden in unserer
Arbeitsgruppe zwei orthogonal geschiitzte Kohlenhydrate hergestellt, die als rigide,
pentavalente Geriiste fiir die kombinatorische Festphasensynthese genutzt wurden.”® Zur
Anbindung an das Triagerharz wurden sowohl die anomere Position als auch die

3-Position des Saccharids genutzt.

%% a) T. Wunberg, C. Kallus, T. Opatz, S. Henke, W. Schmidt, H. Kunz, Angew. Chem. 1998, 110, 2620;
b) C. Kallus, T. Opatz, T. Wunberg, W. Schmidt, S. Henke, H. Kunz, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 7783;
¢) T. Wunberg, Dissertation 1997, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz; d) C. Kallus, Dissertation
1998, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz; e) T. Opatz, Dissertation 2000, Johannes Gutenberg-
Universitit Mainz; f) T. Maidhof, Dissertation 2002, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz. g) T.
Opatz, C. Kallus, T. Wunberg, W. Schmidt, S. Henke, H. Kunz, Carbohydr. Res. 2002, 337, 2089.
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Abb. 1-6: Orthogonal stabil geschiitzte Monosaccharid-Template fiir die kombinatorische
Festphasensynthese.

AuBerdem wurden mehrere 2,6-Diaminoglucose-Scaffolds dargestellt,”” wobei eines
davon als Grundlage fiir die Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation dient.

N3 o N3 o
Mp‘l%%g&/sv\* O Mp%%g&/sv\i /O

NPht H NHFmoc

Iz

8 9

N3
MpmQ H
p%sg&/s\/WN
NHAloc n \O
(0]

10 fiir n=1 bzw. 11 fiir n=2

Abb. 1-7: Orthogonal stabil geschiitzte 2,6-Diaminoglucose-Scaffolds.

" a) J. Ohnsmann, Diplomarbeit 2002, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz; b) U. Hiinger, Disser-
tation 2002, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz; c¢) U. Hiinger, J. Ohnsmann, H. Kunz, 4ngew.
Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1104.
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1.3 HIV

1.3.1 HIV unp AIDS

Das menschliche Immunschwichevirus (human immunodeficiency virus, HIV)
verursacht das seit dem Jahr 1981 bekannte erworbene Immunschwéchesyndrom
(acquired immune deficieny syndrome, AIDS). Es wurde 1983 fast zeitgleich durch
Montagnier”® und Gallo® entdeckt. Es gehort, wie auch das bovine leukaemia virus
(BLV) und das human T-cell lymphotropic virus (HTLV) zu der Gruppe der Retroviren.

Genom

!

Abb. 1-8: Struktur des HI-Virus.*

Heute sind mindestens zwei Typen von HIV bekannt, die eng miteinander verwandt
sind: HIV-1 und HIV-2. Weltweit werden die meisten Fille von AIDS von dem
virulenten HIV-1 verursacht. Es konnte nachgewiesen werden, dass HIV-1 vom
Schimpansen pan troglodytes auf den Menschen iibergegangen ist. Es hat seinen
Ursprung in einem Stamm des simian immunodeficiency virus SIVcpz, von dem
normalerweise nur Schimpansen infiziert werden.’’ HIV-2 stammt dagegen von der

28 F. Barresinoussi, J. C. Chermann, F. Rey, M.T. Nugeyre, S. Chamaret, J. Gruest, C. Dauguet, C.
Axlerblin, F. Vezinetbrun, C. Rouzioux, W. Rozenbaum, L. Montagnier, Science 1983, 220, 868.

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

0 C. A Janeway, P. Travers, M. Walport, M. Shlomchik, Immunologie, 5. Auflage, Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg, 2002, Kap. 11.

31 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.
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Mangabenart cercocebus atys, bei welcher der SIVsm-Stamm der Ausléser der
Immunschwiche ist.*> Dieser Virustyp ist in Westafrika endemisch und breitet sich

inzwischen auch in Indien aus.

3 LTR|
MA | CA| NC | P&
gag vif | - rev * .
T N tat | [nef
Pra | RT Ioim LU | ™
N |
HIV-1 B o
5'LTR l 3 LTR
MA| CA| NG | P§
| _gag | |- rov d |
| po ] n tat “|
Pm | RT It SU 1 ™

H I V_ 2 vpr. w]Jr -

Abb. 1-9: Genome von HIV-1 und HIV-2. **

32'V. M. Hirsch, R. A. Olmsted, M. Murphey-Corb, R. H. Purcell, P. R. Johnson, Nature 1989, 339, 389.
33 R. K. Strair, J. W. Mellors, AIDS Updates 1994, 6, 1.
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Tabelle 1-2: HIV-1 und HIV-2: Genome, Genprodukte und deren Funktionen

Gen Genprodukt/Funktion

gag | Gruppenspezifisches Antigen Proteine fiir Viruskern und Matrix: p24 (major capsid protein); pl7
(Matrix Protein); p9 (bindet an virale RNA); p7 (bindet an virale RNA)

pol | Polymerase Reverse Transkriptase, Protease und Integrase

env | Virushiille Transmembranglykoproteine: gp120 bindet CD4 und CCRS; gp4l ist

erforderlich fiir Fusion und Einschleusen des Virus.

tat Transaktivator Transkriptionsverstirker

rev | Regulator der viralen Expression | Ermdglicht den Export ungespleifiter und teilgespleifiter Transkripte aus

den Zellen.

vif | Infektiositat des Virus Beeinflusst die Infektiositdt der Viruspartikel.

vpr | virales R-Protein DNA-Transport in den Zellkern; erhoht Virionenproduktion; halt
Zellzyklus an.

vpu | virales U-Protein Stimuliert den intrazelluliren Abbau von CD4 und verstérkt

Virusfreisetzung durch die Membran.

nef [ negativer Kontrollfaktor Verstérkt Replikation des Virus in vivo und in vitro; Abwirtsregulation

von CD4 und MHC-Klasse-II.

Im Jahr 2005 lebten laut dem ,,AIDS epidemic update “,34 der jéhrlich von UNAIDS
(AIDS-Bekampfungsprogramm der Vereinten Nationen) und WHO (world health
organisation) veroffentlicht wird, weltweit etwa 40 Millionen Menschen mit dem HI-
Virus, mehr als 90 % davon in Entwicklungslédndern siidlich der Sahara und in Indien.
4.2 Millionen Menschen wurden neu infiziert und ca. 3 Millionen Menschen starben an
AIDS. Die WHO geht davon aus, dass seit Beginn der Epidemie schon deutlich mehr
als 60 Millionen Menschen mit HIV infiziert wurden und bereits 25 Millionen
Menschen an AIDS gestorben sind.

Charakteristisch fiir die durch HIV ausgeloste AIDS-Erkrankung ist eine starke
Abnahme der CD4-T-Zellen,” eine Anfilligkeit fiir Infektionen mit opportunistischen

3 UNAIDS/WHO, AIDS epidemic update, December 2005.

3 D. C. Douek, J. M. Brenchley, M. R. Betts, D. R. Ambrozak, B. J. Hell, Y. Okamoto, J. P. Cazazza, J.
Kuruppu, K. Kunstman, S. Wolinsky, Z. Grossman, M. Dybul, A. Oxenius, D. A. Price, M. Connors, R.
A. Koup, Nature 2002, 417, 95.
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Pathogenen sowie das Auftreten einer aggressiven Form des Kaposi-Syndroms® oder
von B-Zell-Lymphomen.®’

1.3.2 LEBENSZYKLUS

HIV gehort unter den Retroviren zu der Gruppe der Lentiviren. Diese Bezeichnung
leitet sich vom Lateinischen lentus (langsam) ab und bezieht sich auf das allméhliche
Fortschreiten der Krankheiten, welche diese Viren verursachen. Die Viren persistieren
und vermehren sich jahrelang kontinuierlich, bis sich die Anzeichen der Krankheit offen
zeigen. Dabei nimmt die Anzahl der CD4-T-Zellen stetig ab.

Eine HIV-Infektion ruft im Normalfall keine Immunantwort hervor, die verhindern
kann, dass sich das Virus weiter vermehrt. Obwohl das Immunsystem scheinbar die
anfangliche akute Infektion unter Kontrolle bringt, vermehrt sich HIV kontinuierlich
und infiziert stindig neue Zellen, genauer CD4-T-Zellen, dendritische Zellen und
Makrophagen.

Die Fahigkeit von HIV, in diese Zelltypen einzudringen, beruht auf deren Expression
spezifischer Rezeptoren fiir den Virus, die sich an der Oberfliche der Zellen befinden.
Zundchst dringt der Viruspartikel mit Hilfe eines Komplexes aus zwei nichtkovalent
verbundenen Glycoproteinen in der Virushiille (gp120 und gp41) in die CD4-T-Zelle
ein. Das Glycoprotein gp120 bindet dabei hochaffin an das Zelloberflaichenmolekiil
CD4, welches in geringen Malle auch von dendritischen Zellen und Makrophagen
exprimiert wird. Durch dieses Molekiil ist das Virus in der Lage, diese Zellen
anzusteuern. Im Anschluss daran bindet gp120 zusétzlich an den Corezeptor in der
Membran der Wirtszelle, meist einem Chemokinrezeptor mit sieben membran-
durchspannenden Doménen, der an ein G-Protein gekoppelt ist. Anschlieend initiiert
das Glycoprotein gp41 die Fusion der Virushiille mit der Plasmamembran der Zelle, so
dass das virale Genom und die assoziierten Virusproteine in das Cytoplasma gelangen.*®
Dort wird das virale RNA-Genom freigesetzt, das durch die reverse Transkriptase in
eine doppelstringige komplementire DNA (cDNA) transkribiert wird. Die cDNA
assoziiert danach mit der viralen Integrase und dem Vpr-Protein und wandert in den
Zellkern. Dort wird die ¢cDNA in das Zellgenom eingebaut. Die integrierte cDNA
bezeichnet man als Provirus. Ein zelluldrer Transkriptionsfaktor, der in allen aktivierten
T-Zellen vorhanden ist, stimuliert die Bildung infektioser Viruspartikel aus dem

3% D. Aboulafia, Oncology 1998, 12, 1068.

’7'a) O. Martinez-Maza, E. C. Breen, Curr. Opin. Oncol. 2002, 14, 528; b) J. Hamilton, M. McBride, P.
Kettle, Ulster Med. J. 2002, 71, 72.

¥ D. C. Chan, P. S. Kim, Cell 1998, 93, 681.
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integrierten HIV-Provirus. Dadurch wird die Transkription viraler RNA durch die
zelluldire RNA-Polymerase ausgeldst. Das Transkript wird auf verschiedene Weise in
messenger RNAs (mRNAs) fiir virale Proteine gespleilit. Diese gespleifiten RNA-
Transkripte ermoglichen dann die Translation der friihen Gene tat und rev. Diese
codieren die Proteine Tat und Rev, die in aktivierten T-Zellen die virale Replikation
fordern. Dabei amplifiziert Tat die Transkription der viralen RNA und Rev erhoht den
Transport von einfach gespleifiter oder ungespleiBter viraler RNA ins Cytoplasma.
Diese ungespleiiten oder einfach gespleifiten Transkripte werden in Proteine
translatiert. Dabei entstehen die Strukturkomponenten von Viruskern und —hiille und
auBlerdem die reverse Transkriptase, die Integrase und die Virusprotease, welche alle fiir
die Erzeugung neuer Viruspartikel erforderlich sind. Die vollstdndigen, ungespleiiten
Transkripte, die in einer spiten Phase aus dem Zellkern transportiert werden, sind fiir
die Translation von gag und pol notwendig und werden auch als RNA-Genom mit den
Proteinen zu neuen Viruspartikeln zusammengebaut, die aus der Zelle geschleust
werden.
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Abb. 1-10: Infektion von CD4-T-Zellen mit HIV.
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1.3.3 DIE REGULATORISCHEN PROTEINE

Mindestens zwei virale Gene, fat und rev, codieren Proteine (Tat und Rev), die Einfluss
auf die virale Genexpression nehmen. Tat ist dabei ein genereller Transkriptions-
akitvator, wihrend Rev posttranskriptionell die Synthese der viralen Strukturproteine
stimuliert.

1.3.3.1 TAT (TRANSACTIVATOR OF TRANSCRIPTION)

Das Tat-Protein ist ein starker Transkriptionsregulator, der als Elongationsfaktor wirkt
und die Transkription der viralen RNA durch den RNA-Polymerase II-Komplex
ermoglicht. Es bindet dabei im Gegensatz zu den meisten anderen bekannten
Transkriptions-Aktivatoren nicht an eine DNA-, sondern an eine RNA-Struktur, die
sogenannte TAR-Sequenz (Trans-activating response element). Diese 60 Nucleotide
lange stem-loop-Struktur in der R-Region der LTR (long terminal repeat, lange
terminale Wiederholungen, durch die die HIV-Gene eingerahmt werden) befindet sich
am 5’-Ende eines jeden wachsenden HIV-Transkripts.

“Free™ Structure “Bound” Structure

Abb. 1-11: Stem loop-Struktur der TAR-RNA ohne Tat-Protein (links) und Komplex aus TAR-RNA und
Tat-Protein mit der verdnderten Struktur.

Das Tat-Protein enthélt zwei funktionelle Doménen. Die N-terminalen Aminoséduren bis
einschlieBlich 47 werden als Aktivierungsdoméne bezeichnet.”” Die Aminosduren 48

% M. J. Selby, B. M. Peterlin, Cell 1990, 62, 769.
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bis 57 bilden eine basische Region, welche die Bindung an die RNA vermittelt und das

nucledre/nucleolire Lokalisationssignal enthalt.***!
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Abb. 1-12: a) Molekularer Mechanismus der HIV-1-Tat-Transaktivierung: Wechselwirkungen zwischen
den bestimmenden Faktoren; b) Sequenz des transactivating response element (TAR).

Die hauptsdchliche Aufgabe von Tat besteht darin, die Prozessivitit der RNA-
Polymerase II (RNAP II) zu steigern. Dazu rekrutiert es eine Reihe von zelluldren
Faktoren an den LTR-Promotor und beeinflusst hauptsidchlich die Elongation der

4243 Tat bindet an eine

Tranksription. Man geht dabei von folgendem Modell aus:
einzelstrangige Ausbuchtung innerhalb der TAR-RNA. Die Bindung von zellulirem
Cyclin T an die Tat-Aktivierungsdoméne stabilisiert die Tat/TAR-Bindung.** Cyclin T
bindet zusidtzlich die Kinase Cdk9, welche die C-terminale Domine (CTD) der
RNAP-II phosphoryliert und die Polymerase in die 110-Isoform {iberfiihrt. Diese Form
vermittelt eine produktive Elongation im Gegensatz zu einer abortiven Elongation durch
die hypophosphorylierte Form IIA. Dieser Komplex aus CyclinT und Cdk9 wird auch

als p-TEFb bezeichnet.*

T M. Rana, K. T. Jeang, Arc. Biochem. Biophys. 1999, 365, 175.

*1'S. M. Kingsman, A. J. Kingsman, Eur. J. Biochem. 1996, 240, 491.

*2J. K. Jones, Genes dev. 1997, 11, 2593.

# K. Yankulov, D. Bentley, Curr. Biol. 1998, 8, 447.

*p_Wei, M. E. Garber, S. M. Fang, W. H. Fischer, K. A. Jones, Cell 1998, 92, 451.

¥Y. Zhu, T. Pe’ery, J. Peng, Y. Ramanathan, N. Marshall, T. Marshall, B. Ahmendt, M. B. Mathews, D.
H. Price, Genes Dev. 1997, 11,2622.
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Ein weiterer Kinase-Komplex, fiir den eine Interaktion mit Tat beschrieben wurde, ist
TF ITH.*® Die Aktivierung der RNAP II durch Phosphorylierung des CTD-Schwanzes
erfolgt nach dem schon oben fiir p-TEFb beschriebenen Prinzip, allerdings findet man
hier TF IIH im Gegensatz zu p-TEFb bereits im Pri-Initiations-Komplex am Promotor.
Die beiden Komplexe sind also zu unterschiedlichen Zeiten aktiv.

Fiir stimulierte T-Lymphozyten und insbesondere fiir Gliazellen wurde eine von TAR
unabhingige Tranksaktivierung des LTR-Promotors durch Tat beschrieben.*”> ** *° Sie
ist vermutlich auf eine Aktivierung der Transkriptions-Initiation zurlickzufiihren und
wird mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB in Verbindung gebracht.™

1.3.3.2 REV (REGULATOR OF EXPRESSION OF VIRION PROTEINS)

Wie viele andere Viren auch, miissen Retroviren aus einer einzelnen Transkriptions-
einheit mit nur einem Promotor (dem LTR) viele Genprodukte entstehen lassen. Ein
moglicher Regulationsmechanismus hierfiir ist alternatives Spleilen. Daraus folgt dann
die nichste Herausforderung auch intronhaltige RNA ins Zytoplasma der Wirtszelle
transportieren zu miissen. Dieser Vorgang ist in eukaryotischen Zellen nicht vor-
gesehen. Daher bendtigen diese Viren einen Regulationsmechanismus, der die
zytoplasmatische Expression auch ungespleifiter oder partiell gespleiiter RNA
gewihrleistet. Im Fall von HIV ist dieser Regulator das Rev-Protein.

HIV-1-Rev ist ein Phosphoprotein, bestehend aus 116 Aminosduren, das von zwei
Exons codiert und als frithes virales Protein exprimiert wird. Die Funktion der
Phosphorylierung ist noch nicht geklart. Es wurde aber vermutet, dass die
phosphorylierte Form eine stirkere RNA-Bindung vermittelt.”'

7T, P, Cujec, H. Okamoto, K. Fujinaga, J. Meyer, H. Chamberlin, D. O. Morgan, B. M. Peterlin, Genes
Dev. 1997, 11,2645.

47 1. P. Taylor, K. Khalili, A4dv. Neuroimmunol. 1994, 4, 291.

M. Niikura, G. Dornaldura, H. Zhang, M. Mukhtar, D. Lingxuan, K. Khalili, O. Bagasra, R. J.
Pomerantz, Oncogen 1996, 13, 313.

¥ L. Yang, G. F. Morris, J. M. Lockyer, M. Lu, Z. Wang, C. B. Morris, Virology 1997, 235, 48.
7. P. Taylor, R. J. Pomerantz, J. W. Oakes, K. Khalili, S. Amini, Oncogene 1995, 10, 395.
' J. Kjems, P. Askjaer, Adv. Pharmacology 2000, 48, 251.
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Abb. 1-13: Die Rolle des HIV-1-Rev-Proteins: (a): Das Rev-Protein ist ein Produkt der doppelt
gespleiffiten mRNA. In Abwesenheit von Rev ist der Transport von ungespleifiter und
einfach gespleifiter mRNA (I und II) aus der Zelle sehr langsam. (b) Das Rev-Protein ist in
der Lage an das rev responsive element (RRE) von RNA T und II zu binden und damit ihren
Transport aus der Zelle zu beschleunigen. (¢) Sequenz von NLS und NES des Rev-Proteins.

Das Rev-Protein kann im wesentlichen in zwei funktionelle Doménen unterteilt werden.
Die N-terminale Doméne reicht von der Aminosiure 12 bis 60 und beinhaltet mit den
Aminosduren 35 bis 50 die RNA-Bindungsdomine und das nucledre/nucleolére
Lokalisationssignal (NLS/NOS). Auf beiden Seiten des NLS liegt die zweigeteilte
Oligomerisierungsdoméne. Die C-terminale Leucin-reiche Aktivierungsdoméine umfasst

die Aminosauren 75 bis 83 und enthilt das nucleire Exportsignal (NES). >3

Der Regulationszyklus von Rev ist in Abb. 1-13 dargestellt. In der infizierten Zelle wird
in der frithen Phase der HIV-mRNA-Expression durch die Tat-Transaktivierung und
vollstédndiges SpleiBlen der entsprechenden Transkripte zur 2kb-Transkriptklasse auch
die Synthese von Rev vorangetrieben (Abb. 1-13 (a)). Ist eine bestimmte Menge an Rev
in der Zelle vorhanden, wird die spétere Phase der HIV-mRNA-Expression eingeleitet.

> A. M. Szilvay, K. A. Brokstad, R. Kopperud, G. Haukenes, K. H. Kalland, J. Virology 1995, 69, 3315.
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Rev bindet im Zellkern an ungespleiite und einfach gespleifite RNA, welche die
enstprechende Zielsequenz, das Rev responsive element (RRE) enthédlt (Abb. 1-13(b)).
Dadurch wird die RNA stabilisiert und die Halbwertszeit bis zu ihrem Abbau wird
deutlich verlingert.”> Das Rev-Protein oligomerisiert an der RNA und der Rev-RRE-
Komplex wird ins Zytoplasma transportiert.

ITA

Arm e MOCSO>C>

Abb. 1-14: RRE SL II Doméne (links) und Rev-RRE-Komplex (rechts: RRE in blau/violett, Rev-Protein
in rot/gelb).

Die primédre Bindungsstelle fiir Rev innerhalb des RRE ist der Bereich des stem
loop TIB (SL IIB), der in Abb. 1-14 dargestellt ist.”* SL IIB kann von einem Rev-
Monomer effizient gebunden werden. Das in der Literatur am hdufigsten diskutierte
Modell zur Bindung und Oligomerisierung von Rev ist das ,,Modell der kooperativen
Rev-Bindung®. Die Bindung des ersten Rev-Molekiils destabilisiert demnach durch eine
Konformationsénderrung die Struktur des RRE.” Dadurch wird es weiteren Rev-
Molekiilen ermdglicht, unter Einbeziehung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
ebenfalls an RRE zu binden.’® Die Oligomerisierung ist essentiell fiir die Trans-

aktivierung.”’ Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Bindung allein fiir den Export
der RNA aus dem Kern nicht ausreicht.™®

53 B. K. Felber, M. Hadzopoulou-Cladaras, T. Copeland, G. N. Pavlakis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989,
86, 1495.

L. S. Tiley, M. H. Malim, K. H. Tewary, P. G. Stockley, B. R. Cullen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1992, 89, 758.

> R. Tan, A. D. Frankel, Biochemistry 1994, 33, 14570.

Sl U Daly, R. C. Doten, P. Rennert, M. Auer, H. Jaksche, A. Donner, G. Fisk, J. R. Rusche,
Biochemistry 1993, 32, 10497.

7J.L. Cole, J. D. GehmanlJ. A. Shafer, L. C. Kuo, Biochemistry 1993, 32, 11769.
¥ M. H. Malim, B. R. Cullen, Cell 1991, 65, 241.
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Im Zytoplasma nimmt Rev Einfluss auf die Translation der RNA. Es wurde
beschrieben, dass die Assoziation der RNA mit den Polysomen durch Rev erleichtert
wird.”” Die RNA wird zuletzt vom Protein freigesetzt und gelangt wieder in den Kern.
Rev ist ein ,,shuttle-Protein®, das stidndig zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und
hertransportiert wird.®® Der aktive Transport von Rev iiber die Kernmembran ist von
einer Reihe zelluldrer Faktoren abhidngig: im Zellkern befindet sich der Rev-RNA-
Komplex. Die Leucin-reiche Exportdoméne von Rev wird von dem Exportfaktor CRM 1
(auch als Exportin 1 bekannt) gebunden.’’ CRMI interagiert zusitzlich mit
Komponenten der Kernporen (NCPs), die den Transport vermitteln, sowie der GTPase
Ran. Ran hat mindestens zwei Aufgaben: zum einen stellt sie durch die Hydrolyse von
GTP zu GDP die Energie fiir den aktiven Transport zur Verfiigung und zum anderen
dient sie zur Regulierung des Transports.®” Im Zytoplasma dissoziiert der Rev-CRM1-
Komplex unter Hydrolyse von GTP zu GDP durch Ran.”> CRM1 gelangt anschlieBend
wieder zuriick in den Kern und das Importsignal von Rev wird durch die Freisetzung
der RNA wieder frei zugénglich.

Die Gesamtheit dieser Funktionen und die dadurch erreichte Stimulation der
Genexpression der viralen Strukturproteine wird als Transaktivierung durch Rev
bezeichnet.

Der CRM1-abhingige Exportweg kann spezifisch durch Leptomycin B (12), einem
Streptomyces-Metaboliten, inhibiert werden.®* In Zellen, die mit Leptomycin behandelt
wurden verbleibt Rev im Zellkern und auch der Transport RRE-haltiger RNA wird
inhibiert. Somit konnte die HIV-Replikation in primdren humanen Monozyten
erfolgreich unterdriickt werden. Aufgrund seiner Toxizitdt kann Leptomycin B
allerdings nicht in der Therapie verwendet werden, sondern wird nur fiir die
Untersuchung von Transportvorgéngen in der Zelle genutzt.

8. 7. Arrigo, I. S. Chen, Genes Dev. 1991, 5, 808.

% N. Richard, S. Sacampo, A. Cochrane, Virology 1994, 204, 123.

1 M. Fornerod, M. Ohno, M. Yoshida, I. W. Mattaj, Cell 1997, 90, 4128.

52 E. Izauralde, U. Kutay, C. von Kobbe, I. W. Mattaj, D. Gorlich, Embo J. 1997, 16, 6535.
3y. W. Pollard, M. H. Malim, Annu. Rev. Microbiol. 1998, 52, 491.

% M. Fukuda, S. Asano, T. Nakamura, M. Adachi, M. Yoshida, M. Yanagida, E. Nishida, Nature 1997,
390, 308.
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Leptomycin B
12

Abb. 1-15: Struktur von Leptomycin B.

1.3.4 BEHANDLUNGSSTRATEGIEN BEI HIV-ERKRANKUNGEN

Durch die wirksame Kombination von antiretroviralen Therapien (ART) aus drei oder
mehr antiretroviralen Medikamenten, auch highly active antiretroviral therapy
(HAART) genannt, haben sich die Gesundheit sowie die Uberlebensraten von HIV-
infizierten Patienten zumindest in den Teilen der Welt, die Zugang zu diesen
Medikamenten haben, signifikant verbessert.

Tabelle 1-3: Wirkstoffe fiir die antiretrovirale HIV-Therapie.*

ARV-Klasse [ Antiretroviraler Wirkstoff

NRTI Abacavir, Zidovudine, Lamivudine, Stavudine, Tenofovir, Didanosine
NNRTI Efavirenz, Nevirapine
PI Lopinavir, Ritonavir, Atazanavir, Fosamprenavir, Indinavir, Nelfinavir, Saquinavir

AuBler einigen fest dosierten Kombinationspriparaten gibt es mehr als zwanzig
antiretrovirale Medikamente, die zu einer groen Anzahl von effektiven Therapien
kombiniert werden koénnen. Die antiretroviralen Wirkstoffe (antiretroviral drugs,
ARVs) werden in drei Gruppen unterteilt: die nucleoside reverse transcriptase
inhibitors (NRTIs), die das Riickgrat der kombinierten antiretroviralen Therapie bilden,
sowie die nonnucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTIs) und die protease
inhibitors (PIs), von denen man zunichst nur eine der beiden Klassen verabreicht, um
beim Auftreten einer Resistenz auf den anderen Typ zuriickgreifen zu kdnnen.

HAART ist zwar zur Zeit in den Industrielindern die Standard-Therapie fiir HIV-
infizierte Patienten, aber es gibt auch einige Nachteile:

0 Die Therapie fiihrt nicht zu einer Eliminierung des Virus;

5 P. Piliero, AIDS Read. 2004, 14, 655.
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0 die Mehrfachmedikation muss sehr lange eingenommen werden, daher sind die
Kosten sehr hoch,;

0 es gibt eine Vielzahl von Nebenwirkungen, wovon einige die Lebensqualitit
stark beeintrachtigen;

0 die Einnahme der Medikamente muss diszipliniert erfolgen um die Wirksamkeit
zu garantieren und um die Ausbildung von Resistenzen zu vermeiden;

O Ausbildung von resistenten Virenstimmen;

0 nach einigen Jahren sind die Moglichkeiten der Therapie ausgeschopft, es treten
Resistenzen und Unvertriglichkeiten auf und die Viruslast der Patienten steigt
bis zum Auftreten von AIDS.

Ansatzpunkte zur Behandlung gegen HIV

lelle

Andocken, verschmelzen \

Viruserbgut in Zefle entlassen

Viruserbgut von BNS in DNS (ber-
setzen {(kann durch Hemmer der
Reversen Transiziptase biockien
wartden)

Inilegnanen der Virus-DNS in das
Erbgut der Zelle
Proteine herstellen

Viruserbgut herstellen
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Abb. 1-16: Ansatzpunkte zur Behandlung von HIV.

Da die Zahl der HIV-Infizierten weiterhin stark ansteigt und die zur Zeit beste Therapie
HIV nicht heilen kann, sondern einen Ausbruch von AIDS nur verzogern kann, wird auf
dem Gebiet der HIV-Therapie viel geforscht. AuBler den bisher -etablierten
Medikamenten ist eine wachsende Zahl von Substanzen in der Entwicklung, welche die
HIV-Therapie verbessern sollen. Hierfiir gibt es eine groBBe Anzahl an Ansatzpunkten,
wie Abb. 1-16 zeigt.

Die Mehrzahl der Substanzen, die zur Therapie zugelassen sind, gehoren, wie oben
schon erwihnt, zu den Inhibitoren der reversen Transkriptasen und der Proteasen. Eine
Alternative ist zum Beispiel die Hemmung des Andockens und des Verschmelzens des
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Virus mit der Zelle durch sogenannte Entry-Inhibitoren. Eine weitere Mdoglichkeit stellt
die Hemmung des ,,Uncoatings* dar, wodurch verhindert werden konnte, dass die
genetische Information des Virus in die Zelle entlassen wird.

Zusitzlich wird auch auf dem Gebiet der Vakzine gegen HIV geforscht. Allerdings gibt
es noch keinen geeigneten Impfstoff, da es hier zahlreiche Schwierigkeiten gibt, mit
denen man bei der Entwicklung von Impfstoffen gegen andere Krankheiten nicht
konfrontiert wird. Ein Problem ist die Art der Infektion, die von einem Virus ausgelost
wird, der sehr schnell proliferiert und selbst in Anwesenheit von cytotoxischen T-Zellen
und Antikorpern eine dauerhafte Infektion verursacht. Aulerdem kann sich HIV bei den
einzelnen Patienten weiterentwickeln, weil die mutierten Virionen verdnderte
Peptidsequenzen codieren, die eine Erkennung durch Antikérper und cytotoxische
T-Zellen verhindern.

1.4 RNA-LIGANDEN-INTERAKTIONEN

Obwohl die RNA eine Schliisselrolle in vielen biochemischen Prozessen einnimmt,
wird sie erst seit kurzem als Ziel fiir pharmakologische Wirkstoffe erwogen. Auf3er ihrer
funktionellen Bedeutung gibt es weitere Faktoren, welche die RNA zu einem attraktiven
Ziel fir Wirkstoffe machen. So gibt es zum Beispiel in Zellen keinen Reparatur-
Mechanismus fiir RNA, wie er fiir DNA existiert. Desweiteren sind auch die Diversitét
der dreidimensionalen Strukturen und deren Zuginglichkeit in Ribonucleoprotein-
Komplexen interessante Aspekte fiir RNA-bezogene Wirkstoffe. Besonders die
technischen Fortschritte der letzten Jahre, sowohl in der Synthese als auch in der
dreidimensionalen Strukturaufkldrung von RNA ermdglichen nun die Erforschung von
Struktur-Funktions-Beziehungen und schaffen somit die Grundlage fiir die rationale
Entwicklung von spezifisch gegen RNA gerichteten Wirkstoffen.

1.4.1 STRUKTURMERKMALE VON RNA

Trotz der chemischen Verwandtschaft von RNA und DNA kann man bei RNA eine
deutlich groBere Strukturvarianz beobachten. Wéahrend DNA im Allgemeinen nur in
Form einer Doppelhelix vorliegt, ist die strukturelle Vielfalt von RNA eher mit der von
Proteinen und deren Tertidrstrukturen zu vergleichen. Dies ist von grofler Bedeutung fiir
die biologische Funktion von RNA, da es einen groBen Einfluss auf RNA-Liganden-
Wechselwirkungen hat.*®

66 C. S. Chow, F. M. Bogdan, Chem. Rev. 1997, 97, 1489.
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Abb. 1-17: Die RNA-Strukturebenen am Beispiel der tRNA™™ aus Hefe: a) Nucleotidsequenz,
Modifikation und Sekundirstruktur der tRNA™ in der klassischen
Kleeblattstrukturdarstellung; b) die tertiiren Wechselwirkungen der tRNA™ in einer
modifizierten Darstellung der Sekundérstruktur, welche die dreidimensionale Struktur
widerspiegelt; ¢) Darstellung der Kristallstruktur von tRNAP™. ¢/

In der Natur liegt RNA entweder als Doppelhelix mit a-Struktur oder globuldr in kurzen
doppelhelicalen Doménen vor, die iiber kurze Einzelstringe verbunden sind. Diese
Strukturmerkmale bezeichnet man als Sekundérstruktur. Die Doppelhelix wird wie auch
bei der DNA-Struktur durch Watson-Crick-Basenpaare fixiert. In den helicalen
Bereichen findet man zudem weite und flache kleine Furchen, die fiir Liganden gut
zugénglich sind, sowie enge und tiefe grole Furchen, die fiir die meisten Liganden nur
sehr schwer zuginglich sind.®® Die Einzelstringe, durch welche die helicalen Bereiche
verbunden sind, haben im Allgemeinen stabile, definierte Strukturen wie Schlaufen
(loops), Haarnadel-Schlaufen (hairpin-loops), verschiedenen Ausbuchtungen (stems),
Pseudoknoten (pseudoknots), Verzweigungen und Dreifachstringe.

R.T. Batey, R. P. Rambo, J. A. Doudna, Angew. Chem. 1999, 111, 2472.

%% a) W. Saenger in Principles of Nucleic Acid Structure, Springer-Verlag, New York, 1984; b) C. J.
Alden, S. H. Kim, J. Mol. Biol. 1979, 132, 411; c) K. M. Weeks, D. M. Crothers, Science 1993, 261,
1574.
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Abb. 1-18: Haufig auftretende RNA-Sekundarstrukturelemente.

Die Tertidrsturktur wird durch tertidre Wechselwirkungen wie H-Briicken zwischen den
verschiedenen Basen (auller Watson-Crick-Basenpaaren) oder zwischen Basen und dem
Zucker-Phosphat-Riickgrat, sowie Interkalation oder Interaktionen zwischen den
unterschiedlichen Resten des Phosphat-Riickgrats bestimmt.” Sie wurde erst mit Hilfe

von Kristallstrukturen und NMR-Untersuchungen feststellbar.® ™

1.4.2 WECHSELWIRKUNG VON RNA MIT LIGANDEN

1.4.2.1 NICHTKOVALENTE INTERAKTION MIT RNA

Bei der Bindung von Proteinen oder niedermolekularen Verbindungen an RNA-
Molekiile sind mehrere Arten von nichtkovalenten Wechselwirkungen beteiligt, die
allerdings nicht immer scharf voneinander abzugrenzen sind. Eine grof3e Rolle bei den
Interaktionen spielen dabei elektrostatische Wechselwirkungen, da es sich bei RNA-
Molekiilen aufgrund des negativ geladenen Phosphat-Riickgrats um Polyanionen
handelt. So binden bevorzugt Molekiile mit mehreren positiv geladenen Gruppen an
RNA. AuBlerdem sind auch die Bindung in den Furchen iiber die Bildung von
H-Briicken und van-der-Waals-Wechselwirkungen wichtig fiir die Bindung von

'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, Sci. USA. 1974, 71, 4970.

% a) G. J. Quigley, A. Rich, Science 1976, 19, 796; b) E. Westhof, P. Dumas, D. Moras, J. Mol. Biol.
1985, 184, 119; D. J. Patel, L. Shapiro, D. Hare, Q. Rev. Biophys. 1987, 20, 78.
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Liganden an RNA. Des weiteren gibt es die Moglichkeit von Interkalation bzw.
Stapelung von planaren, hydrophoben Molekiilteilen wie Aromaten oder m-Kationen-
Wechselwirkungen.”"

1.4.2.2 PROTEIN-RNA-WECHSELWIRKUNGEN

Die Voraussetzung fiir die meisten Funktionen von RNA ist die Bildung von Protein-
RNA-Komplexen. Dabei hat die dreidimensionale Struktur der RNA-Molekiile, dhnlich
wie bei den Proteinen, eine grofle Bedeutung. Nur dadurch kann RNA als funktioneller
Partner an zelluldren Vorgingen beteiligt sein.

Betrachtet man die molekularen Details, so wird deutlich, dass an den intermolekularen
Wechselwirkungen in den Protein-RNA-Komplexen vor allem die Proteinseitenketten
beteiligt sind, die dabei meist als H-Briicken-Donatoren wirken. Die negativ geladenen
Phosphat-Gruppen des Zucker-Phosphat-Riickgrats sind im Gegenzug dazu die
wichtigsten H-Briicken-Akzeptoren. An den Molekiiloberflichen von RNA-bindenden
Proteinen und Peptiden findet man haufig basische Aminosduren, wie etwa Arginin und
Lysin, die an mehr als der Hilfte der intermolekularen H-Briicken in den Protein-RNA-
Komplexen beteiligt sind.”> Die wichtige Rolle von Arginin bei der Protein-RNA-
Wechselwirkung beruht aber nicht nur auf dem vielseitigen H-Briicken-
Bindungspotential, sondern auch auf der planaren Guanidinum-Seitenkette, die
zusdtzliche Stapelwechselwirkungen mit Basen eingehen kann. Auler den H-Briicken-
Bindungen konnen auch die intermolekularen Stapelwechselwirkungen in Protein-
RNA-Komplexen stark ausgeprigt sein. Als Oberfliche fiir die Bindung unpolarer
Seitenketten stehen dabei die hydrophoben Teile der RNA-Basen zur Verfiigung, die in
Tripeln, Plattformen und nichtkanonischen Basenpaaren zuginglich sind. So gehen
einzelne Basen mit aromatischen Seitenketten von Aminosduren Stapelwechsel-
wirkungen ein (Abb. 1-19, B).” Im Gegensatz dazu treten flexible Proteine meist in
Wechselwirkung mit dem Riickgrat von RNA-Molekiilen, wodurch sich ihre Mobilitét
verringert (Abb. 1-19, C).

Aber es sind auch grofle Teile der RNA-Strukturen in doppelstringigen Regionen
angeordnet, die Paarungen zwischen den Basen enthalten. Liegen sie in Form einer
reguldren oa-Helix vor, sind sie nur wenig fiir spezifische, intermolekulare
Wechselwirkungen geeignet, aber dennoch wichtig fiir die Strukturbildung. Die
diskriminatorischen Seiten der Basen befinden sich in einer engen, tiefen Furche (major
groove), die schlecht zugénglich ist. Liegen allerdings nichtkanonische Basenpaare vor,

"'V Luzzati, F. Masson, L. S. Lerman, J. Mol. Biol. 1961, 3, 634.
2 K. Nadassy, S. J. Wodak, J. Janin, Biochemistry 1999, 38, 1999.
3 a) K. Nagai, Curr. Opin. Struct. Biol. 1996, 6, 53; b) S. Cusack, Curr. Opin. Struct. Biol. 1999, 9, 66.
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gibt es Verdnderungen an der reguldren A-Konformation, wodurch die tiefen Furchen
so stark aufgeweitet werden konnen, dass sie fiir Basen zuginglich sind. Diese
Strukturverdnderungen konnen von Proteinen erkannt und verstirkt werden. Ein
hiufiges Wechselwirkungsmotiv ist die Insertion einer o-Helix oder einer flexiblen
Schlaufenstruktur des Proteins in die aufgeweitete tiefe Furche der RNA (Abb. 1-19,
A

Abb. 1-19: Strategien der molekularen Erkennung von RNA-Molekiilen durch Proteine (links: Komplex
aus einem Rev-Peptid und RRE-RNA; rechts: U1 A-Protein-RNA-Komplex).”

Auch Ionen und Wasser spielen eine wichtige Rolle bei der Protein-RNA-
Wechselwirkungen, da sie ein fester Bestandteil der dreidimensionalen Struktur von
RNA-Molekiilen sind.”® So finden sich orientierte Wassermolekiile an den Kontakt-
flichen von Protein-Nucleinsdure-Komplexen, wo sie Hohlrdume auffiillen und somit
zu einem verbesserten Oberflichenkontakt beitragen. Da es sich bei RNA-Molekiilen
um Polyanionen handelt, sind sie von einer groen Anzahl positiv geladener
Gegenionen umgeben, die mit Proteinen um die Bindungsstellen konkurrieren.”” Dabei
binden Proteine unter den Bedingungen der niedrigen Ionenstiarke von RNA durch die
entropisch vorteilhafte Verdrangung von Kationen aus den negativ geladenen Taschen
der Nucleinsdure. Allerdings kehrt sich dieser Prozess bei hohen Salzkonzentrationen
um.

™ a) D. I. Patel, Curr. Opin. Struct. Biol. 1999, 9, 74; b) D. E. Draper, L. P. Reynldo, Nucleic Acid Res.
1999, 27, 381.

™ T. Hermann, Angew. Chem. 2000, 112, 1962.

76 a) D. E. Draper, V. K. Misra, Nat. Struct. Biol. 1998, 5, 927; b) A. L. Feig, O. C. Uhlenbeck in The
RNA World, 2. Aufl. (Hrsg.: R. F. Gesteland, T. R, Cech, J. F. Atkins), Cold Spring, Harbour
Laboratory Press, New York, 1999, S. 296-298.

"7 C. F. Anderson, M. T. Record, Annu. Rev. Phys. Chem. 1995, 46, 657.
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1.4.2.3 NIEDERMOLEKULARE RNA-LIGANDEN

AuBer Proteinen sind heute einige Liganden fiir natiirliche RNA bekannt, die dazu in
der Lage sind, selektiv Komplexe mit RNA zu bilden. Auch hier ist die strukturelle
Vielfalt der RNA-Molekiile bei der Sekundér- und Tertidr-Struktur von Bedeutung.”> ™

1.4.2.3.1 Aminoglycosid-Antibiotika

Eine wichtige Gruppe dieser RNA-Liganden bilden die Aminoglycosid-Antibiotika. Es
handelt sich hierbei um eine Klasse von meist natiirlich vorkommenden Verbindungen,
die aus Actinomyceten des Typs Streptomyces (enden auf ,-mycin®“) und des Typs
Micromonospora (enden auf -micin) isoliert werden koénnen.” Zu dieser
Verbindungsklasse zdhlen unter anderem Streptomycin (14), Gentamycin (15),
Neomycin B (16), Paramomycin (17), Tobramycin (18) und Kanamycin A (19). Thr
zentrales Sturkurelement ist die 2-Desoxystreptamin-Einheit (13) (Abb. 1-20).*

Sie werden seit den 40er Jahren in der medizinischen Therapie von Infektionen genutzt,
die durch Gram-negative Bakterien verursacht wurden. Die wichtigsten Vertreter dieser
Klasse von Therapeutika sind Streptomycin (14), Gentamycin (15) und Tobramycin
(18). Allerdings sind sie aufgrund ihrer Nephrotoxizitit, Ototoxizitat, der schlechten
Absorption bei oraler Gabe und Nebenwirkungen wie der Verursachung von
neuromuskuldren Blockaden nur noch von geringem therapeutischen Interesse. Sie
werden hauptsichlich zur Behandlung von resistenten Bakterienstimmen eingesetzt.

Die Fihigkeit von Aminoglycosid-Antibiotika an RNA zu binden, erhoht seit einigen
Jahren das wissenschaftliche Interesse fiir diese Substanzklasse, da ,,RNA als drug
target” immer genauer untersucht wird. Aufgrund ihrer schon oben beschriebenen
Nachteile werden sie zwar nicht fiir die Therapie von viralen Erkrankungen wie z. B.
HIV oder Hepatitis C eingesetzt, sind aber von grofler Bedeutung fiir die Forschung, da
sie einen guten Einblick in die Bindung von niedermolekularen Molekiilen an RNA
geben.

8 T. Hermann, Biopolymers 2003, 70, 4.

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

% G.F. Busscher, F. P.J. T.. Rutjes, F. L. van Delft, Chem. Rev. 2004, 105, 775.
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Abb. 1-20: Strukturen einiger Aminoglycoside.

1.4.2.3.2 Weitere RNA-Liganden

Neben den Aminoglycosiden sind noch weitere RNA-bindende Molekiile bekannt, von

denen die meisten bei physiologischem pH-Wert positiv geladen sind und somit eine

Bindung an das negativ geladene Phosphat-Riickgrat der RNA-Struktur ermdglichen.

Einige dieser Verbindungen wie substituierte Diphenylfurane 20,*' 2.4-Diamino-

chinazoline 21,82 Flavinderivate 22,83 natiirliche Tuberactinomycin-Antibiotika 23,84

8L, Ratmeyer, M. L. Zapp, M. R. Green, R. Vinayak, A. Kumar, D. W. Boykin, W. D. Wilson,

Biochemistry 1996, 35, 13689.

82 H.-Y. Mei, D. P. Mack, A. A. Galan, N. S. Halim, A. Heldsinger, J. A. Loo, K. A. Sannes-Lowery, L.
Sharmeen, A. W. Czarnik, Biochemistry 1998, 37, 14204.

% P. Burgstaller, M. Famulok, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 1137.
% H. Wank, J. Rogers, J. Davies, R. Schroeder, J. Mol. Biol. 1994, 236, 1001.
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Piperazinyl-Polyazacylophane 24 und InPRiNts (inhibitor of protein-ribonucleotide-
sequences) 25" sind in Abb. 1-21 zu wiedergegeben.
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Abb. 1-21: Auswahl einiger niedermolekularer, RNA-bindender Molekiile.

1.4.2.4 AMINOGLYCOSIDE ALS VORBILD FUR KOMBINATORISCHE BIBLIOTHEKEN
VON POTENTIELLEN RNA-LIGANDEN

Die ersten Ansitze zur kombinatorischen Synthese von RNA-Liganden basieren auf der
Struktur von Neomycin B (16), das haufig als Modell fiir die RNA-Ligand-Interaktion
dient. So beschrieben Wong et al. 1996 als erste die kombinatorische Parallelsynthese
von zwei konjugierte Monosaccharideinheiten enthaltende Verbindungen in Ldsung.
Diese basierten auf einem Aldehyd, der aus einer Teilstruktur des Neomycin B, des
Neamins, abgeleitet wurde.®’ Die synthetisierten Verbindungen wurden ohne vorherige
Reinigung in einem standardisierten ,filterbinding assay* auf ihre Fahigkeit getestet,
die Wechselwirkung von RRE mit Rev zu blockieren. Dabei wurden vier Substanzen
gefunden, die bei 200 uM die Interaktion fast vollstindig verhindern.

Zwei Jahre spiter wurde auch die kombinatorische Synthese einer Monosaccharid-
Bibliothek verdffentlicht, die ebenfalls auf einem Strukturelement eines Amino-

8 H. An, B. D. Haly, P. D. Cook, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 2345.

S F. Hamy, V. Brondani, A. Florsheimer, W. Stark, M. J. Blommers, T. Klimkait, Biochemistry 1998, 37,
5086.

8 W. C. Park, M. Auer, H. Jaschke, C. H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 10150.
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glycosids basiert.*® Dabei wurde das Pyranosid-Grundgeriist, das ein Hydroxylamin-
Motiv enthélt, an zwei Stellen durch kombinatorischer Ansitze variiert (Schema 1-1).
Die Mitglieder der synthetisierten Bibliothek wurden anschlieBend in einem
automatisierten Assay auf Wechselwirkungen mit verschiedenen 16s rRNA von E. Coli
(Wild-Typ und drei Mutanten) getestet. So konnte gezeigt werden, dass das
1,3-Hydroxylamin-Element fiir die Bindung an RNA-Molekiile von grofler Bedeutung
ist.

1) O, MeOH,
AS-0Su

N3 N3 -78°C N3
HO DMF, EtN3 HO 2) DMS HO
HO% HO% HO%
HN ™~ RHN §~\F RN H~O

H, Pd(OH),

Amin, NaCNBH; N3 (20% auf C) NH;
AcOH, pH 5.5 A
HO cOH, H,O HO
T I—B% i HO ,
RIHN O/\/R RHN o/\/R

Schema 1-1: Variation des Pyranosid-Grundgeriistes zur Synthese einer Bibliothek von
1,3-Hydroxylaminen.

Die Festphasen-Synthese einer Benzimidazol-Bibliothek potentieller RNA-Liganden
mit unterschiedlichen Grundstrukturen (Abb. 1-22: 26, 27, 28) wurde 2003 be-

578 wurde als Grundlage fiir

schrieben.”” Das Wissen iiber bereits bekannte Liganden
das Design des Benzimidazol-Scaffolds genutzt, wobei verschieden Methoden des
molecular modelings angewendet wurden. Die Mitglieder der Bibliothek werden aktuell
in einem biologischen Screening gegen verschiedene bakterielle und virale RNA-

Targets getestet.

8 C. H. Wong, M. Hendrix, D. D. Manning, C. Rosenbohm, W. A. Greenberg, J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 8319.

% D. Vourloumis, M. Takahashi, K. B. Simonsen, B. K. Ayida, S. Barluenga, G. C. Winters, T. Hermann,
Tetrahedron Lett. 2003, 44, 2807.
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Abb. 1-22: Grundstrukturen der Benzimidazol-Bibliothek.
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Im letzten Jahr wurde ein weiterer Ansatz beschrieben, bei dem Heterokonjugate aus

Neomycin B und Dipeptiden synthetisiert wurden. 4hn und Yu erstellten eine Bibliothek

mit mehr als 300 Komponenten durch die kombinatorische Umsetzung von 16

verschiedenen Aminosduren mit acetyliertem Neomycin B, die anschlieBend auf ihre

Affinitit zu RRE getestet wurden.”’ Dabei wurden Heterokonjugate gefunden, deren

ICso-Werte zwar wie beim Neomycin B im sub-micromolaren liegen, deren Spezifitit

aber hoher als die des Neomycin B ist.

*D.-R. Ahn, J. Yu, Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 1177.



2 HINTERGRUND UND ZIELSETZUNG

2.1 BIOLOGISCHER HINTERGRUND

Die Bindung des tat-Proteins an die TAR-RNA ist ein Schliisselschritt in der
Replikation von HIV-1 (siehe Kapitel 1.3.3.1). Eine selektive Blockierung dieser
mRNA ist demnach von groBBem therapeutischen Interesse, da hiermit die Vermehrung
des Virus stark eingeschrinkt werden kann.

Das Aminoglycosid Neomycin B ist auler dem natiirlichen Liganden, dem Tat-Protein,
der am besten untersuchte Ligand fiir die TAR-Region.”' Genauere Untersuchungen der
Wechselwirkung durch mobility shift gel assays, circular dichroism-Spektroskopie und
Rnase T1 und V1 footprinting, wie auch durch Berechnung des elektrostatischen Feldes
und der Brownschen Molekularbewegung’ fiihrten zu detailliertem Wissen iiber die
Bindung von Neomycin B an die TAR-Region.

(a)

c
02, 04—l

Abb. 2-1: Wechselwirkung zwischen der TAR-Region (a) und Neomycin B (b).”*

Unter physiologischen Bedingungen ist das Aminoglycosid mehrfach positiv geladen
und ist dazu in der Lage, an einem negativ geladenen Teil der RNA-Tasche zu binden.

° a) F. Abdoul-ela, J. Karn, G. Varani, Nucleic Acid Res. 1996, 24, 3974; b) H. Y. Mei, A. A. Galan, N.
S. Halim, D. P. Mack, D. W. Moreland, W. David, K. B. Sanders, H. N. Truong, A. W. Czarnik,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995, 5, 2755.

%2 T. Hermann, E. Westhof, J. Med. Chem. 1999, 42, 1250.

% A. Farese-Di Giorgio, S. Pairot, N. Patino, R. Condom, C. Di Gorgio, A. Aumelas, A. M. Aubertin, R.
Guedj, Nucleosides Nucleotides 1999, 18, 263.
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Dieser wird durch den helical-doppelstrangigen Bereich bestehend aus den Nucleobasen
Gis-Az und Uyp-Cys und dem Phosphat-Riickgrat gebildet.

2.2 ZIELSETZUNG

Aufbauend auf friiheren Ergebnissen soll zundchst die Synthese des vollstindig
orthogonal geschiitzten Diaminoglucose-Bausteins 29 durchgefiihrt werden.

N3

MpmQ
pTBSg&/S OH
NHAlow
0
29

Abb. 2-2:Vollstindig orthogonal stabil geschiitztes Diaminoglucose-Scaffold.

Nach der Anbindung des Kohlenhydratbausteins an die feste Phase soll sodann das
Schutzgruppenkonzept iiberpriift werden.

Durch kombinatorische Festphasensynthese soll im Rahmen dieser Arbeit eine
Substanzbibliothek erzeugt werden, die im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 579
(RNA-Liganden-Wechselwirkungen) auf ihre biologische Wirksamkeit in Bezug auf die
Inhibierung der Tat/TAR-Wechselwirkung getestet werden.

Die Schwerpunkte bei der kombinatorischen Synthese liegen zum einen auf der
Entwicklung von Methoden zur Spaltung der verschiedenen Schutzgruppen am Harz.
Zum anderen soll eine Erweiterung des Methodenrepertoires fiir die Derivatisierung der
drei Hydroxyl- und der zwei Aminofunktionen untersucht werden.

Ein weiteres Augenmerk liegt neben der Ausbeute der Reaktionen auf der Reinheit der
Substanzen. Fiir die geplanten Zellassays ist eine hohe Reinheit der synthetisierten
Produkte notwendig. Dies soll durch die Entwicklung von optimalen Bedingungen fiir
die Reinigung durch HPLC gewihrleistet werden.
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3.1 GRUNDLAGEN DER GEPLANTEN SYNTHESE

3.1.1 KONZEPT DER FESTPHASENGESTUTZTEN PARALLELSYNTHESE VON
MONOSACCHARIDDERIVATEN

Zur selektiven Funktionalisierung aller fiinf Positionen des Kohlenhydrat-Scaffolds an
der festen Phase wird ein Satz orthogonal stabiler Schutzgruppen und ein geeigneter
Linker bendtigt. Durch eine Deblockierung unter geeigneten Bedingungen und die
anschlieBende Funktionalisierung jeder einzelnen Position kann die gewiinschte
Diversifizierung erfolgen. Ist der gewiinschte Funktionalisierungsgrad erreicht, wird das
Molekiil vom polymeren Triager abgespalten.
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung eines selektiv deblockierbaren Diaminoglucose-Scaffolds.

3.1.2 SCHUTZGRUPPENKONZEPT UND VERANKERUNGSSTRATEGIE

Fiir die Realisierung des geplanten Konzepts ist der orthogonal stabile Schutz von drei
Hydroxyl- und zwei Aminofunktionen nétig. An die Schutzgruppen werden dabei
besondere Anforderungen gestellt. So muss bei der Arbeit an der festen Phasen beachtet
werden, dass Schutzgruppen, die heterogene Abspaltungsbedingungen erfordern,
ungeeignet sind, wodurch zum Beispiel der in der Kohlenhydratchemie hdufig genutzte
Benzylether als Schutzgruppe nicht verwendet werden kann.

27(a)

Unter Nutzung der Ergebnisse der eigenen Diplomarbeit™™ und der Dissertation von

27(b)

U. Hiinger soll das Schutzgruppenmuster des vollstindig orthogonal stabil

geschiitzten Diaminoglucose-Scaffolds 29 ibernommen werden.

Die Verankerung soll iiber ein Thioglycosid, welches eine Sduregruppe trigt, in der
anomeren Position erfolgen. Wéhrend der Synthese des Bausteins ist die Sdurefunktion
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durch einen Methylester geschiitzt. Die Anbindung des Diaminoglucose-Templats an
das Polymer erfolgt nach der Verseifung dieses Methylesters iliber eine Amidbindung.
Diese Bindung ist unter den Bedingungen fiir die Deblockierung und Funktionalisierung
der iibrigen Positionen stabil. Das genutzte Harz muss dafiir mit Aminogruppen
funktionalisiert sein, wobei ein Harz mit einem sdurelabilen Linker wie dem Rink-
Linker bevorzugt wird, da unter sauren Bedingungen die fiir die Spaltung vom Polymer
notig sind, die Seitenketten-Schutzgruppen von Aminosiduren ebenfalls abgespalten
werden.

Die restlichen zwei Hydroxyl- und zwei Amino-Funktionen werden folgendermal3en
blockiert:

e Die NH,-Gruppe an C-2 als Allyloxycarbonyl-Derivat (durch katalytische
Umsetzung mit Pd(0) und einem Abfangnucleophil spaltbar),”

e die OH-Gruppe an C-3 als fert-Butyldimethylsilylether (mit Fluorid-lonen
spaltbar),”

e die OH-Gruppe an C-4 als p-Methoxybenzylether (oxidativ spaltbar),”

e die NH,-Gruppe an C-6 als Azid (eine maskierte Aminofunktion, die z.B. unter
Staudinger-Bedingungen reduktiv freigesetzt werden kann).”’

3.1.3 DIE WAHL DER FUNKTIONALISIERUNGSREAKTIONEN

Zur Ankniipfung von pharmakophoren Seitenketten an die Hydroxylfunktionen sind
unter anderem Synthesen von Ethern, Estern und Carbamaten denkbar, wie schon in der
Arbeiten von C. Kallus,”®® T. Opatz*®® und T. Maidhof ** beschrieben wurde. Fiir die
Etherbildung steht eine grole Auswahl an Benzylbromiden und Alkyliodiden zur
Verfiigung, allerdings konnen die zum Deprotonierungsschritt bendtigten stark
basischen Bedingungen zu Problemen fiihren.

) H. Kunz, C. Unverzagt, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1984, 23, 436; b) J. Minami, Y. Shashi, L.
Shimizu, J. Tsuji, Tetrahedron Lett. 1985, 26, 2449; c) Boulanger, G. Descotes, Tetrahedron Lett 1986,
27, 4259; d) O. Danlges, F. Guibé, G. Balavoinne, S. Lavielle, A. Marquet, J. Org. Chem 1987, 52,
4984; e) C. Unverzagt, H. Kunz, Bioorg. Med. Chem 1994, 2, 1189; f) E. C. Roos, P. Bernabe, H.
Hiemstra, W. N. Speckamp, B. Kaptein, W. H. J. Boesten, J. Org. Chem. 1995, 60, 1733; g) A.
Merzouk, F. Guibe, Tetrahedron Lett. 1996, 28, 173; h) J. Le, J. H. Griffin, T. I. Nicas, J. Org. Chem
1996, 61, 3983.

% T.D. Nelson, R. D. Crouch, Synthesis 1996, 1031.
%Y. Oikawa, T. Yoshioka, O. Yonemitsu, Tetrahedron Lett. 1982, 23, 885.

7 a) J. M. G. Fernandez, C. O. Mellet, J. L. J. Blanco, J. F. Mota, A. Gadelle, Carbohydr. Res. 1995, 268,
57; b) J. Budka, M. Tkadlecova, P. Lhotak, I. Stibor, Tetrahedron, 2000, 56, 1883; c) H. Parrot-Lopez,
H. Galons, A. W. Coleman, F. Djedaini, N. Keller, B. Perly, Tetrahedron: Assymetry 1990, 1, 367;
d) K. Hamasaki, H. Tkeda, A. Nakamura, A. Ueno, F. Toda, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 5035.
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Fiir die Veresterung gibt es ebenfalls eine grole Auswahl von Carbonséuren, speziell
auch von a-Aminosduren. Ester sind jedoch unter in vivo-Testbedingungen hiufig nur
beschréankt einsetztbar, da sie zum Teil leicht von Esterasen gespalten werden.

Carbamate sind dagegen unter physiologischen Bedingungen stabiler. Jedoch ist bei den
zur Carbamatbildung bendétigten Isocyanaten die Auswahl an kommerziell erhéltlichen
Derivaten im Gegensatz zu den Carbonsduren oder den organischen Halogeniden
deutlich geringer.

Fiir die Anbindung pharmakophorer Seitenketten an die Aminofunktionen in der 2- und
6-Position soll hier die Verkniipfung von verschiedenen Carbonsduren, vorzugsweise
a-Aminosduren, mit der jeweiligen freien Aminofunktion im Vordergrund stehen.

3.2 SYNTHESE DES SCAFFOLDS ZUR KOMBINATORISCHEN
FESTPHASENSYNTHESE

Zur Synthese des 2,6-Diaminoglucosetemplates 29 geht man vom kommerziell
erhéltlichen D-Glucosaminhydrochlorid aus. Es wird zunéchst selektiv das in 2-Position
Aloc-geschiitzte f-Tetra-O-acetylglucosamin 34 iiber vier Stufen dargestellt. Hierzu
wird zuerst die Aminofunktion mit Anisaldehyd in das Imin 31 {iberfiihrt. Im Anschluss
daran acetyliert man mit Acetanhydrid in Pyridin. Das O-acetylierte Glucosamin-
Hydrochlorid 33 kann dann unter sauren Bedingungen in einer Ausbeute von 84 % iiber
drei Stufen erhalten werden. Im néchsten Schritt wird dieses Zwischenprodukt mit
Chlorameisensdureallylester in  79%-iger  Ausbeute zum  Aloc-geschiitzten
Glucosebaustein 34 umgesetzt (Schema 3-1).
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OH OAc
0 0
HO AcO
HS&SWOH AcgéS/OAc
OH N N
[e) . / g 4
HO NaOH, Anisaldehyd Ac,0, Pyridin
HO OH R —————— - =
HCI*H,N H,0, Raumtemp. Raumtemp.
92 % 91 %
OCHj,4 OCHjs
30 31 32

5.5 nHCl,| 75°C
Aceton | quant.

OAc
o AlocClin CHCIg OAc
AcO OAc ~ o)
AcO ges. NaHCOg-Lsg  ASQ S OAC

NHAloc Raumtemp. NH>*HCI
79%

34 33

Schema 3-1: Synthese des peracetylierten Glucosaminderivats 34.

Dieser Syntheseweg, der den Umweg iiber ein Imin einschlieft, ist gegeniiber der in der
Diplomarbeit verwendeten 2-stufigen Route vorzuziehen (Schema 3-2), da hierbei das
reine f-Anomer in einer Ausbeute von insgesamt 66 % erhalten wird, wihrend man bei
der kiirzeren Synthese ein Anomerengemisch in einer etwas hoheren Ausbeute erhilt.
Dieses Phdnomen beruht auf dem Nachbargruppeneffekt, der durch das
p-Methoxybenzylimin 31 in der 2-Postion des Glucosegeriistes ausgeiibt wird. Dieser
Effekt dirigiert stirker zur p-Verkniipfung, als der des Carbamats 31°, das in der
zweistufigen Synthese als Zwischenprodukt erhalten wird.

COH AlocCl OH OAc
HO/&W L; HO/&\N Ac,0, Pyridin ACO/&\N
HO OH NaHCO3-Lsg. HO OH _— AcO OAc

HCI*H,N NHAloc NHAloc

30 3r 34

Schema 3-2: Alternativer Syntheseweg zum peracetylierten Glucosaminderivat 34. %’
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Die f-Selektivitét ist fiir die im nédchsten Schritt folgende Glycosylierung von groBer
Bedeutung, da aufgrund der hoheren Reaktivitit des S-Anomers die Ausbeute

gegeniiber der Reaktion mit dem Anomerengemisch deutlich gesteigert werden kann.”®

Die darauf folgende Glycosylierung der 3-Mercaptopropionsiure (35) erfolgt nach einer
in unserer Arbeitsgruppe hiufig angewendeten Methode” unter Katalyse mit
Bortrifluorid-Diethylether-Komplex in absolutem Dichlormethan. Das Thioglycosid 36
kann beim Einsatz des reinen f-Anomers und bei sorgfiltiger Arbeitsweise in
Ausbeuten von bis zu 98 % erhalten werden. Dies stellt eine deutliche Verbesserung
gegeniiber den Ergebnissen aus vorangehenden Arbeiten dar, bei denen Ausbeuten von
37-49 % fiir dieses Molekiil erzielt wurden. Auflerdem kann die Reaktionszeit von bis
zu 48 Stunden auf 4 Stunden reduziert werden.

OAc
/g:/ o BF3*OEt, DCM o
Q — = ACO
AcO 0 °C - Raumtem AcO S OCH
OAc p. 3
A Ao ’ HS/\)J\OCHS 91- 98 % Nraos” I
0
34 35 36

Schema 3-3: Darstellung des Thioglycosids 36.

Im ndchsten Schritt wird das Thioglycosid 36 nach Zemplén'” zur Verbindung 37
umgeestert, welche dann mit Anisaldehyddimethylacetal unter Katalyse mit
p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat zum 4,6-p-Methoxybenzylidenacetal 38 umgesetzt
wird.'”! Die Einfiihrung des Acetals ermoglicht eine spitere Differenzierung der 4- und
6-Position durch eine regiolselektive Offnung. Der dabei entstehende p-Methoxybenzyl-
ether ist unter oxidativen Bedingungen leichter zu spalten als der ebenfalls fiir die
Differenzierung nutzbare unsubstituierte Benzylether, welcher im Allgemeinen durch
katalytische Hydrierung an Palladium auf Kohle gespalten wird. Diese heterogenen
Bedingungen sind jedoch fiir die Reaktionsfithrung an der festen Phasen nicht geeignet.

% M. Schultz, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, 1994.
P ua.:T. Wunberg, Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz, 1997.

1 2) G. Zemplén, A. Kunz, Chem. Ber. 1923, 56, 1705; B. Reinhard, H. Faillard, Liebigs Ann. Chem.
1994, 193.

""'H. G. Fletscher, Methods Carbohydr. Chem. 1963, 2, 307.
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AcO ° s NaOMe, MeOH HO

OCHs H&&s OCHs
N
Wing ¢ Nraoe” T
o o

36 37
OCHs p-TsOH,DMF
OCH, 50°C, 20-25 mbar
o
HsCO 97% Uber 2 Stufen
/@QQ%&/S OCH
HO 3
~
(0] NHAlOC\/\ﬂ/
o
38

Schema 3-4: Einfiihrung des p-Methoxybenzylidenacetals.

Die Acetaleinfiihrung verlduft mit einer ausgezeichneten Ausbeute von 97 % iiber zwei
Stufen (Schema 3-4). Das Produkt ist allerdings schwer loslich und zudem
sdaureempfindlich, wodurch die sdulenchromatographische Reinigung erschwert wird.

Die Einfilhrung des tert-Butyldimethylsilylethers in die noch freie Hydroxylgruppe in
der 3-Posititon des Kohlenhydrates gelingt mit Trifluormethansulfonsiure-zert-
butyldimethylsilylester in Dichlormethan und Triethylamin als Base in wenigen
Minuten mit einer Ausbeute von 92 %.'"* Das Edukt 38 16st sich zunichst nur teilweise
in Dichlormethan. Das Gemisch klért sich aber im Laufe der Reaktion schnell auf. Als
alternatives Losungsmittel wird auch N, N-Dimethylformamid verwendet. Das Edukt ist
darin zwar vollstindig 16slich, die Ausbeute ist aber etwas geringer, was eventuell auf
Verluste bei der wissrigen Aufarbeitung des Reaktionsgemisches durch Reste von N, N-
Dimethylformamid zuriickzufiihren ist.

o o]
') 9] TBS-OTf, NEtg 0 0
HO S OCH = TBSO S OCH3
NHAIOCV\H/ DCM, 0°C NHAloc
o] o}

HsCO 92% HaCO

38 39

Schema 3-5: Einflihrung des tert-Butyldimethylsilylethers.

12 p_G. Gassman, L. M. Haberman, J. Org. Chem. 1986, 51, 5010.
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Fiir die regioselektive Offnung von Benzylidenacetalen werden in der Kohlenhydrat-
chemie normalerweise komplexe Hydride in Kombination mit Sduren eingesetzt. Dabei
bestimmt die Wahl der Sdure die Richtung der Offnung: Breonsted-Siuren liefern den
niedriger substituierten, sterisch anspruchsvolle Lewis-Sduren dagegen den hoher
substituierten Benzylether.

In diesem Fall wird fiir die meisten Acetaloffnungen eine Kombination von
Natriumcyanoborhydrid und Chlortrimethylsilan in Acetonitril eingesetzt.'” So kann
der p-Methoxybenzylether 40 in einer Ausbeute von 71 % erhalten werden.

o OH
a 3, S OCH
Naoe” T TBSO e Gtk
O

H5CO o Acetonitril, 0 °C-Raumtemp. NHAlo
71 %

39 40

Schema 3-6: Regioselektive Acetaloffnung.

Zur Verbesserung der Ausbeute wird eine alternative Reaktionsfiihrung mit

104 1~:
Diese

Dichlorphenylboran und Triethylsilan in Dichlormethan bei —78 °C getestet.
Methode liefert zwar das gewiinschte Produkt in einer deutlich kiirzeren Reaktionszeit
und fiihrt in kleineren Test-Ansdtzen zu vergleichbaren Ausbeuten von bis zu 75 %, ist
aber nur schwer auf groflere Ansitze iibertragbar. Ein Grund dafiir konnte die Menge
des eingesetzten Molekularsiebs oder die schwankende Qualitit des stark
hydrolyseempfindlichen Dichlorphenylborans sein. Die Optimierung der Bedingungen

fiir Ansitze im Gramm-MaBstab wird zur Zeit von M. Madaliriski durchgefiihrt.'®

Der Ersatz der 6-Hydroxylgruppe durch eine Azidfunktion, die als vorletzter Schritt der
Synthese erfolgen soll, stellt die problematischste Reaktion der Synthese dar, was schon
in der Diplomarbeit deutlich wurde. Das gewlinschte 6-Azidoderivat des Kohlenhydrats
konnte dort nur mit einer Ausbeute von 20 % erhalten werden. Um die Ausbeute zu
verbessern, werden sowohl eine Reihe von Versuchen zu Substitutionsreaktionen als
auch einige Reaktionen unter Mitsunobu-Bedingungen durchgefiihrt. Des weiteren
werden Versuche unternommen, die freie Hydroxylgruppe in andere funktionelle

103 a) R. Johansson, B. Samuelsson, J. Am. Chem. Soc. Chem. Commun. 1984, 201; b) B. Becker, J.
Thiem, Tetrahedron Asymmetry 1994, 5, 2339, ¢) T. Gustafsson, M. Schou, F. Almquist, J. Kihlberg, J.
Org. Chem. 2004, 69, 8694.

"% H. Sakagami, H. Hamana, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 5547.

19 M. Madalinski, laufende Arbeiten zur Dissertation, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.
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Gruppen zu iiberfiilhren, die dann entweder zu einer Amino- oder Azidogruppe
umgesetzt werden konnen. Sowohl der Versuch zur Substitution der Hydroxylgruppe
unter Appel-Bedingungen zum Bromid,'*® als auch der Versuch einer Substitution mit
Phathalimid unter Mitsunobu-Bedingungen'®” fiihren nicht zum gewiinschten Produkt.

Bei den Versuchen, die Azidfunktion tiber eine Sn2-Reaktion einzufithren, wird zum
einen die Hydroxylfunktion in unterschiedliche Abgangsgruppen iiberfiihrt und zum
anderen werden verschiedene Azidquellen eingesetzt. Eine Zusammenfassung der
Ergebnisse ist in Tabelle 3-1gezeigt.

OFG
OH
MpmO O
Mpmo& pTBsSé&/SV\H/OCHS
C

TBSO S OCH3 NHAlo
NHAIoc:V\n/
0
FG: Ms, Ts oder Tf
40 41

NE
MpmO O
pTBSS&/SV\H/OCW
C
o]

NHAlo

42

Schema 3-7: Versuche zur Azideinfithrung tiber eine Sy2-Reaktion.

Um die Hydroxylgruppe in eine gute Abgangsgruppe zu iiberfiihren, eignen sich unter
anderem verschiedene Sulfonsdureester. Neben dem am héaufigsten verwendeten
Methansulfonsdureester, der mit Hilfe von Methansulfonséurechlorid (MsCl) in

Gegenwart einer Base in N, N-Dimethylformamid unter Standardbedingungen eingefiihrt

werden kann,'”™ wird auch die Einfithrung des p-Toluolsulfonsiureesters und des
Trifluormethansulfonsiureesters als Abgangsgruppen untersucht.'®

1% C.-H. Lin, T. Sugai, R. L. Halcomb, Y. Ichikawa, C.-H. Wong, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10138.
197 Mitsunobu, Synthesis, 1981, 1.
198 J -M. Kim, Y. Bi, S. Paikoff, P. G. Schultz, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 5305.

109 a) W. Meyer zu Reckendorf, N. Wassaliadou-Micheli, Chem. Ber. 1974, 107, 1188; b) O. Kanie, S. C.
Crawley, M. M. Palcic, O. Hindsgaul, Carbohydr. Res. 1993, 243, 139.
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Tabelle 3-1: Versuche zur Azideinfithrung iiber eine Substitution.

Reagenzien Losungsmittel|Bedingungen  [Beobachtungen

1 |1. MsCl, NEts DCM 0°C 2h vollstindiger Umsatz
2. NaNj; DMF RT 12h  |Zersetzung!!

2 |1. MsCl, NEt; DCM 0 °C 3h vollstindiger Umsatz
2. NaNj DMF 50 °C 12h  |15% Ausbeute

3 |1. MsCl, Pyr DCM 0°C 2h vollstindiger Umsatz
2. NaNj; DMF 75 °C 3h 24% Ausbeute

4 |1. MsCl, NEt; DCM 0 °C 4h vollstdndiger Umsatz
2. NaN3;, H,O THF, H,0 RT 2d Produkt kann nicht

gereinigt werden

S |1. MsCl, NEt; DCM 0 °C 4h vollstdndiger Umsatz
2. NaNj, ges. NH4Cl-Lsg. |THF RT/90 °C[»>48h |keine Reaktion

6 |1. MsCl, NEt; DCM 0 °C 4h vollstdndiger Umsatz
2. QN3 Chloroform |RT >5d |keine Reaktion

7 [1. MsCl, Pyr DCM 0°C 3h vollstdndiger Umsatz
2. QN3 Chloroform |RT 16h  |28% Ausbeute

8 |1. TfO,, Pyr DCM -20°C  [18h |vollstindige Reaktion
2. QN3 Chloroform |RT 12h  |Alkohol reisoliert

9 |1. MsCl, NEt; DCM 0 °C 2h vollstdndiger Umsatz
2. Trisyl-N3 THF RT 12h  |wenig Umsatz

10]1. MsCl, NEt; DCM 0 °C 2h vollstdndiger Umsatz
2. TMS-N; THF RT 48h  [wenig Umsatz

Die Bildung des Methansulfonsdureesters (Mesylat) gelingt meist quantitativ,
unabhingig davon, ob Pyridin oder Triethylamin als Base zugesetzt werden. Die
Reaktion lduft bei 0 °C in absolutem Dichlormethan vollstindig in ein bis drei Stunden
ab. Das so erhaltene Mesylat 41 wird ziigig wéssrig aufgearbeitet und ohne weitere
Reinigung fiir die nichste Stufe eingesetzt. Die Reaktion ist allerdings stark von der
Qualitdt des eingesetzten Methansulfonsdurechlorids abhédngig. Ist dieses nicht
wasserfrei gelagert, kommt es zur Hydrolyse des Sdurechlorids, wodurch die Reaktivitit
vermindert und eine ldngere Reaktionszeit bendtigt wird. Unter den angewandten
Reaktionsbedingungen erfolgt dann die Zersetzung des Edukts schneller als die
gewiinschte Reaktion. Die FEinfiihrung des p-Toluolsulfonsdureesters (Tosyl) mit
p-Toluolsulfonsdurechlorid (TsCI) gelingt nicht, unabhingig von der Wahl der Base.'"
Dies ist vermutlich auf den hohen sterischen Anspruch und die geringere Reaktivitit
dieses Saurechlorids zuriickzufiihren. Die Einfiihrung eines Trifluormethansulfonsdure-

"9W. H. Pearson, R. Walavalkar, J. M. Schkeryantz, W.-K. Fang, J. D. Blickensdorf, J. Am. Chem. Soc.
1993, /15, 10183.
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esters (Triflat) als Fluchtgruppe mit Trifluormethansulfonsdureanhydrid (Triflat-

anhydrid) und Triethylamin gelingt nur in einem Fall.'"!

Wie auch beim mesylierten
Derivat wird das erhaltene Trilflat vor dem Einsetzen in die nichste Stufe nur ziigig
wassrig aufgearbeitet. In weiteren Versuchen zur Einfiihrung von Triflat als

Abgangsgruppe kann nur die vollstédndige Zersetzung des Edukts beobachtet werden.

Als erste Azidquelle wird, wie es flir diese Sn2-Reaktion iiblich ist, Natriumazid
eingesetzt. Selbst durch Variation der Temperatur und des Losungsmittel liegt die
maximal erreichte Ausbeute fiir das Azid 42 bei 24 %, nach einer Umsetzung des
Mesylderivates bei 75 °C mit 4 Aquivalenten Natriumazid in N, N-Dimethylformamid.
Eine leichte Verbesserung der Ausbeute auf 28 % kann durch den Einsatz von Tributyl-
hexadecylphosphoniumazid (QNi, 43) als Azidquelle, die zugleich als Phasen-
transferkatalysator wirkt, erreicht werden.''”> Hierbei konnen etwas mildere
Bedingungen genutzt werden: die Reaktion l4uft schon bei Raumtemperatur ab. Da
durch die phasentransferkatalytische Wirkung auf ein so stark polares Losungsmittel
wie N,N-Dimethylformamid verzichtet werden kann, wird hier Chloroform als
Losungsmittel eingesetzt.

_N-
+N~
N
\ 0=8=0 N
NN —Si—N N-
M 7 e 040
)) Ng’ N ©/ 0 \©
QN3 43 TMS-N; 44 Trisyl-Ns 45 DPPA 46

Abb. 3-2: Strukturen einiger Azidquellen.

Neben diesen beiden Aziden werden noch zwei weitere Azide verwendet. Allerdings
kann auch beim Einsatz des Trimethylsilylazids (TMS-Azid, 44) und des 2,4,6-Tri-
isopropylbenzylsulfonsidureazids (Trisylazid, 45) nur ein sehr geringer Umsatz
beobachtet werden.

AuBer diesen klassischen zweistufigen Reaktionen werden auch zwei Eintopfreaktionen
fiir die Substitution durchgefiihrt, die allerdings, wie in Tabelle 3-2 gezeigt ist, auch
nicht zum gewiinschten Produkt fiihren.

"'B. Liessem, A. Giannis, K. Sandhoff, M. Nieger, Carbohydrat Res. 1993, 250, 19.

"2 a) K. Banert, W. Kirmse, J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 3766; b) K. Banert, F. Kéller, Angew. Chem.
2001, /13, 176.
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Tabelle 3-2: Versuche zur Substitution in einer Eintopfreaktion.

Reagenzien Losungsmittel (Bedingungen Beobachtungen
DPPA, DBU DMF RT/75°C[> 5d keine Reaktion
(NaNs3;, DMAP, (CI,Ph),POCl |DMF RT > 48h |keine Reaktion

Auch bei diesen beiden Reaktionen handelt es sich um Sy2-Reaktionen, bei denen die
Hydroxylgruppe zundchst in Phosphorsdureester iiberfithrt, die - wie auch die
Sulfonsdureester - gute Abgangsgruppen darstellen. Die Substitution erfolgt dann
entweder mit dem Azidgegenion aus dem Diphenylphosphorylazid (DPPA, 46) oder
Natriumazid als Azidquelle. Bei der Nutzung von DPPA fiir die Einfithrung des
Phosphorsiureesters ist 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) als Base geeignet.'"?
Beim Einsatz des 2,4-(Dichlorphenyl)phosphoniumchlorids nutzt man dagegen

4-Dimethylaminopyridin als Base. '"*

Nach der Anschaffung einer Mikrowellen-Apparatur, wird auch eine Fiihrung der
Substitiutionsreaktion unter Mikrowellen-Bestrahlung getestet. Dazu wird der Alkohol
wie schon zuvor zuerst in den Methansulfonsidureester iiberfithrt, der dann unter
Mikrowellen-Bestrahlung mit Natriumazid und Tetra-n-butylammoniumsulfat als
Phasentransferkatalysator in N,N-Dimethylformamid zur Reaktion gebracht wird. Nach
einigen Experimenten, bei denen die Reaktionsparameter wie Temperatur, Leistung und
Zeit schrittweise erhoht werden, gelingt der erste Versuch im kleinen TestmafBstab von
etwa 200 umol in 5 ml Losungsmittel mit einer verhédltnismissig hohen Ausbeute von
68 %. Dabei wird das Protokoll A (8 ml-Reaktionsgefdll, 5 ml Losungsmittel, Tpax =
100 °C, Piax = 100 W, pmax = 2.0 bar, t = 30 min, Powery,x-Einstellung, Riihren) fiir die
Reaktion in der Mikrowelle verwendet. Dieses Ergebnis ist leider nicht auf eine
Reaktion im groBeren Mallstab von etwa 1 mmol unter Nutzung des Protokolls B
(30 ml-Reaktionsgefdl, 20 ml Losungsmittel, Tpax= 100 °C, Ppax=100W,
Pmax = 2.0 bar, t=30 min, Powery.-Einstellung, Riihren) {ibertragbar. Statt des
gewiinschten Produkts 42 erhilt man als Hauptfraktion ein Eliminierungsprodukt.

"> A. S. Thompson, G. R. Humphrey, A. M. De Marco, D. J. Mathre, E. I. J. Grabowski, J. Org. Chem.
1993, 58, 5886.

"4 C. Yu, B. Lin, L. Hu, Org. Lett. 2000, 13, 1959.
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Tabelle 3-3: Versuche zur Azideinfithrung durch Substitution unter Nutzung einer Mikrowelle.

Reagenzien Losungsmittel [Bedingungen |[Beobachtungen
1 |1. MsCl, NEt; DCM 0°C 4h  [vollstandiger Umsatz
2. NaN3, (n-Bu),NHSO, [DMF MW |A Ausbeute: 68 %
2 |1. MsCl, NEt; DCM 0°C 2h  [|vollstindiger Umsatz
2. NaNj, (n-Bu),NHSO, [DMF MW B Ausbeute: 29 %
2 |1. MsCl, NEt; DCM 0°C 2h  |vollstindiger Umsatz
2. NaN3s, (n-Bu),NHSO, [DMF MW B vollstindige Zersetzung
4 1. MsCl, NEt; DCM 0°C 2h  [|vollstindiger Umsatz
2. NaN3s, (n-Bu);NHSO, [DMF MW (A Zersetzung schneller als Reaktion

Beim Versuch, die urspriingliche Reaktion nochmals durchzufiihren, zeigt sich, dass das
Ergebnis nicht reproduzierbar ist. Bei weiteren Versuchen kommt es immer zur
vollstdndigen Zersetzung des Edukts.

Eine Alternative zur Azideinfiihrung {iber eine zweistufige Substitutionsreaktion stellt
die Mitsunobu-Reaktion dar:'"

NHAlo NHAlo

OH Ng
o TPP, DIAD/DEAD o
Mp%%g&/sv\n/ows Azidquelle MpmQ sv\ﬂ/OCH3
C C
o) o)

40 42

Schema 3-8: Azideinfithrung unter Mitsunobu-Bedingungen.

Bei der Mitsunobu-Reaktion wird ein Alkohol durch die Umsetzung mit
Triphenylphosphin und einem Azodicarboxylat (Diethylazodicarboxylat, DEAD) unter
sehr milden Bedingungen in eine gute Abgangsgruppe iiberfiihrt, die dann durch eine
Vielzahl von Nucleophilen substituiert werden kann.

15 M. Wada, O. Mitsunobu, Tetrahedron Lett. 1972, 13, 12790.
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Schema 3-9: Mechanismus der Mitsunobu-Reatkion am Kohlenhydrat-Templat mit einem Azid als
Nucleophil.

Fiir den Mechanismus der Mitsunobu-Reaktion, der in Schema 3-9 gezeigt ist, geht man
davon aus, dass hier zundchst das Triphenylphosphin und das Azodicarboxylat (hier
Diisopropylazodicarboxylat, DIAD) zu einem Betain-Intermediat 47 reagieren. Bei
Zugabe des Alkohols erfolgt zum einen eine Deprotonierung des Alkohols durch das
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Betain und zum anderen ein Angriff des Alkoholats an das stark oxophile
Phosphoratom unter Bildung eines Phosphorans 48. Uber ein Oxyphosphonium-Ion 49
erfolgt dann aufgrund der groBen Oxophilie des Phosphors eine Umlagerung zu einem
Dialkylphosphoran 50, aus dem durch einen elektrophilen Angriff am Imin-Stickstoff
eine sehr gute Abgangsgruppe gebildet wird. Im letzten Schritt erfolgt am nun freien
Oxophosphonium-Kation eine Sn2-Reaktion mit dem Nucleophil am C-6-Atom des
Kohlenhydrats. Das Nucleophil wird hier in Form des Azid-Anions geliefert. Als
treibende Kraft wirkt bei dieser Reaktion unter anderem die Bildung des ausgesprochen
stabilen Triphenylphosphinoxids. Das eingesetzte Azodicarboxylat wird wihrend der
Reaktion zu einem Hydrazinderivat reduziert.

Fiir die Versuche zur Azideinfitlhrung unter Mitsunobu-Bedinungen, die in Tabelle 3-4
zusammengefasst sind, wird zundchst eine Variante der Mitusunobu-Reaktion
verwendet, die speziell fiir die Darstellung von Azidozuckern entwickelt wurde.''®
Hierzu setzt man das Kohlenhydrat mit Triphenylphosphin (TPP), Diisopropyl-
azodicarboxylat (DIAD) und Zinkazid-Bis-Pyridin-Komplex (52) bei Raumtemperatur
in Toluol um. Der Zink-Komplex wirkt dabei als Lewis-Sdure. Da unter diesen
Standard-Bedingungen fast keine Reaktion stattfindet, wird zundchst untersucht, welche
Auswirkung der Einsatz unterschiedliche Azodicarboxylate auf die Reaktion hat. Dazu
werden Diethylazodicarboxylat (DEAD) und Diisopropylazodicarboxylat verwendet.
Allerdings erkennt man keinen signifikanten Unterschied. In den weiteren Versuchen
wird daher immer das kostengiinstigere DIAD verwendet. Nachdem auch die Reaktion
unter Zusatz von Imidazol''" nicht ablduft, wird anschlieBend nach einer besser
geeigneten Azidquelle gesucht.

§ entsteht

quantitativ ein unerwiinschtes Produkt, in dem die 6-Hydroxylfunktion nicht durch das

Beim Einsatz der einfachsten Azidquelle, der Stickstoffwasserstoffsiure'’

Azid substituiert, sondern intramolekular angegriffen wurde. Beim Einsatz von
Diphenylphosphorylazid (46)'"” kann zunichst keine Reaktion beobachtete werden,
spéter tritt eine Zersetzung des Eduktes ein. Auch mit Trimethylsilylazid (TMS-Nj3, 44)
kann keine Reaktion beobachtet werden. Der Einsatz von Sdureaziden liefert dagegen

"9 M. C. Vaud, P. Rollin, Synthesis 1990, 2, 130.
7T F. Walsch, R. B. Toupence, F. Ujjainwalla, J. R. Young, M. T. Goulet, Tetrahedron 2001, 57, 5233.

18 a) H. H. Brandstetter, E. Zbiral Helv. Chim. Acta 1980, 63, 327; b) M. Bessodes, M.-J. Egron, J.
Filippi, K. Antonakis, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1990, 3035; c) O. Plettenburg, V. Bodmer-
Narkevitch, C.-H. Wong, J. Org. Chem. 2002, 67, 4559.

"% a) B. Lal, B. N. Pramanik, M. S. Manhas, A. K. Bose, Tetrahedron Lett. 1977, 23, 1977; b) W. H.
Pearson, S. C. Bermeier, J. P. Williams, J. Org. Chem. 1992, 57, 3977.
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das gewiinschte Produkt in ausreichender Ausbeute. Dabei werden sowohl das Benz-
azid (53)'* als auch das Nicotinoylazid (54)"*' verwendet.

Benzazid 53 Nicotinoylazid 54
Abb. 3-3: Aromatische Saureazide als Azidquellen fiir die Mitsunobu-Reaktion.

Die Reaktion verlduft laut Diinnschichtchromatographie in beiden Fillen quantitativ.
Die Reinigung des Produktes ist allerdings recht schwierig, da das aus dem
Azodicarboxylat entstehende Hydrazinderivat sdulenchromatographisch nur schwer
abzutrennen ist. Dies fiihrt zu Verlusten bei der Reinigung. Die Synthese des
gewiinschten Azidozuckers wird in groBBeren Ansédtzen mit Nicotinoylazid durchgefiihrt,
da dieses zum einen in besseren Ausbeuten dargestellt werden kann und lagerstabiler ist
und zum anderen etwas hohere Ausbeuten als das Benzazid liefert.

Tabelle 3-4: Versuche zur Azideinfiihrung unter Mitsunobu-Bedingungen.

Reagenzien Losungsmittel [Bedingungen |Beobachtungen
TPP, DIAD, Zn(N3),*2Pyr (je 2 eq.) (Toluol RT [>48h |keine Reaktion
TPP, DIAD, Zn(N3),*2Pyr (je 4 eq.) [Toluol RT [>48h |Ausbeute <10%
TPP, DEAD, Zn(N3),*2Pyr (je 2 eq.) {Toluol RT [>48h |Ausbeute <10%
TPP, DEAD, Zn(N3),*2Pyr (je 4 eq.) {Toluol RT [>48h |Ausbeute <10%
TPP, DIAD, Zn(N3),*2Pyr, Imidazol |DCM RT [>48h |wenig Umsatz
TPP, DIAD, HN; THF/Toluol |RT [2h nur Nebenprodukt
TPP, DIAD, DPPA THF RT [>5d |Zersetzung
TPP, DIAD, TMS-Nj3 THF RT |48 h keine Reaktion
TPP, DIAD, Benzoylazid Toluol RT [2-12h[30-58%

TPP, DIAD, Nicotinylazid Toluol RT [2-6h [37-72%

Der letzte Schritt fiir die Synthese des Scaffolds besteht in der Spaltung des
Methylesters. Dies ermoglicht eine Anbindung des Molekiils an die feste Phase durch
eine Umsetzung der freien Sdure mit den Aminogruppen des polymeren Tragers iiber

120 a) H. Kunz, P. Schmidt, Tetrahedron Lett. 1979, 23, 2123; b) H. Kunz, P. Schmidt, Liebigs Ann.
Chem. 1982, 7, 1245; ¢) P. Schmidt, Dissertation 1981, Johannes Gutenberg-Universitit Mainz.

121 G, Papeo, H. Posteri, P. Vianello, M. Varasi, Synthesis 2004, 17, 2886.
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eine Amidbindung. Nach der Verseifung des Esters 42 mit Lithiumhydroxid in
Tetrahydrofuran mit 20 % Wasser bei Raumtemperatur und anschlieBender sdulen-
chromatographischer Reinigung erhélt man die freie Sdure 29 in einer Ausbeute von
95 %.

N3 N3
MpmQ 2 LiOH, THF, H,0 MpmQ 2
TBSO SV\H/OCH3 iOH, , Ho TBSO SV\H/OH
[ Raumtemp. NHAloc 5
95%

42 29

Schema 3-10: Esterverseifung mit Lithiumhydroxid.

Uber diesen Syntheseweg kann das 2,6-Diaminoglucose-Scaffold 29 in einer Ausbeute
von 28 % tiber 11 Stufen erhalten werden.

3.3 ANBINDUNG AN DEN POLYMEREN TRAGER

Zundchst muss fiir eine Festphasensynthese ein geeigneter polymerer Trager gewdhlt
werden. Fiir die Anbindung des Kohlenhydratbausteins tiber die Sédurefunktion wird aus
Stabilitatsgriinden eine Amidgruppe gewdhlt. Des weiteren soll eine saure Abspaltung
vom Harz mdglich sein. Das bedeutet, dass das Polymer mit einem sdurelabilen Linker,
vorzugsweise dem Rink-Sdureamid-Anker, funktionalisiert sein sollte. Die auf diese
Weise bei der Abspaltung erhaltenen Siureamide stehen in Ubereinstimmung mit dem

geplanten Funktionalisierungsmuster fiir potentielle RNA-Liganden.'*

CH;O  NHFmoc
NHR
HsCO OAH/
o)

55

Abb. 3-4: Rink-Saureamid-Linker 55.

122 4. Rink, Tetrahedron Lett. 1987, 42, 3787.



3 ALLGEMEINER TEIL 55

Damit kommen als Triger ein mit dem Rink-Amid-Linker funktionalisiertes Tentagel”
(sogenanntes Rink-Tentagel®-SNH,) und aminofunktionalisiertes Rink-Amid-Polystyrol
(Rink-Aminomethylpolystyrol, Rink-AMPS) in Frage. Beim Tentagel® handelt es sich
um ein Polymer auf Basis eines Polystyrol-Riickgrats, auf das Polyethylenglycol-Ketten
aufgepfropft sind.'”® Die Aminofunktionalisierung, an die der Linker angebunden wird,
ist jeweils am Ende dieser Ketten angebracht. Hierdurch wird eine gute Zuganglichkeit
der angebundenen Molekiile fiir Reagenzien gewéhrleistet. Zudem gibt es ein breites
Spektrum verwendbarer Losungsmittel. Wahrend Polystyrol nur mit aprotischen
Losungsmittel wie zum Beispiel Toluol, Dichlormethen, Dioxan, Tetrahydrofuran oder
N,N-Dimethylformamid ausreichend gequollen werden kann, kénnen an Tentagel®
Reaktionen auch in Methanol oder sogar Wasser durchgefiihrt werden. Allerdings hat
Tentagel® den Nachteil einer deutlich niedrigeren Beladungsdichte (0.2 - 0.5 mmol/g)
im Vergleich mit der des AMPS (bis zu 1.6 mmol/g). Desweiteren ist das mit Substanz
beladene Tentagel® manchmal klebrig, so dass das Arbeiten mit kleinen Mengen des
Harzes erschwert wird. Ein weiterer Nachteil des Tentagels” ist die Tatsache, dass es
hygroskopisch ist und mit physikalischen Methoden nur sehr schwer von anhaftendem
Wasser befreit werden kann. Das anhaftende Wasser kann sich bei einigen der
geplanten Reaktionen, wie zum Beispiel der palladiumkatalysierten Abspaltung der
Allyloxycarbonylgruppe, negativ auswirken. Aus diesen Griinden wird hier zunichst
dem Rink-AMPS-Harz als polymerem Triager der Vorzug gegeben.

Fiir die Anbindung des Kohlenhydrat-Scaffolds an den Trager muss zunédchst die Fmoc-
Schutzgruppe des Rink-Amid-Linkers mit Pipderidin in N,N-Dimethylformamid abge-
spalten werden.'** Die eigentliche Kupplung der freien Carbonsdure an das Rink-
AMPS-Harz erfolgt dann mit HBTU, HOBt und Hiinigs Base in absolutem
N,N-Dimethylformamid. 125

2 E. Bayer, W. Rapp in Chemistry of Peptides and Proteins (Hrsg.: W. Voelter, E. Bayer, Y.A.
Ovchinnikov, V. T. Ivanov), Walter de Gruyter & Co., Berlin, New York, 1986, 3. Auflage.

124 2) L. A. Carpino, G. Y. Han, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 5784; b) L. A. Carpino, G. Y. Han, J. Org.
Chem. 1972, 37, 3404.

123 Novabiochem, Synthesis Notes, 2005.
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56

CH30

AT T

NHFmoc

CHzO  NH,

A0

20% Piperidin
in DMF

_ =

HBTU, HOBt, DIPEA

DMF
N3
MpmO Q
pTBso SV\H/OH
NHAloc
(0]
29

N3 HsCO OCHj
MpmO Q H O
pTBsgég/Sv\n/N
NHAloc
0

)

o

56

Schema 3-11: Kupplung des 2,6-Diaminoglucose-Scaffolds 29 an den polymeren Tréger.

Durch HRMAS-NMR-Spektroskopie (Abb. 3-5) und FT-IR-Spektroskopie (Abb. 3-6)
kann gezeigt werden, dass die Anbindung an die feste Phase erfolgreich verlaufen ist.

Im NMR-Spektrum sind deutlich alle Schutzgruppen bis auf die Azid-Funktion zu
erkennen. Diese ist aber im FT-IR-Spektrum als Bande bei einer Wellenzahl von

2118 cm™ sichtbar. Somit ist eine Uberpriifung der Schutzgruppenmanipulationen am
Harz iiber HRMAS-NMR-Spektroskopie und IR-Spektroskopie moglich.
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Abb. 3-5: HRMAS-NMR-Spektrum des festphasengebunden Bausteins 56.
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Abb. 3-6: FT-IR Spektum des festphasengebunden Kohlenhydrat-Bausteins 56 (Pressling mit
Kaliumbromid).
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Zur Blockierung der nicht umgesetzten Aminogruppen des Polymers wird das Harz mit
einem Gemisch aus Pyridin und Acetanhydrid umgesetzt (Capping). Hierdurch ist im
Anschluss auch eine Bestimmung der Kupplungsausbeute und der Beladungsdichte aus
dem HRMAS-NMR-Spektrum mdglich. Dazu integriert man die Methylgruppe des
Acetylamids gegen die des tfert-Butyldimethylsilylethers. Die Kupplungsausbeute
betragt in diesem Fall 90 %. Daraus kann eine Beladungsdichte des Tragers mit dem
Scaffold von 0.42 mmol/g ermittelt werden.

3.4 UBERPRUFUNG DES SCHUTZGRUPPENKONZEPTS

Vor dem Aufbau einer Bibliothek durch Modifizierung des Scaffolds 56, muss nun
zundchst das Schutzgruppenkonzept liberpriift werden. Fiir die Schutzgruppen in den
Positonen 3, 4 und 6 sollte eine direkte Ubertragungen der Bedingungen, die bereits in
unserer Arbeitsgruppe entwickelt wurden, méglich sein.”’® Fiir die Allyloxycarbonyl-
schutzgruppe an der 2-Aminofunktion muss dagegen erst eine geeignete Methode
entwickelt werden.

NHAlo

N3 N3
PR s g0, s
TBSO S N HO S N
e T QD T
o}

57 58

Pd(PPhs), 50 % TBAHDF
p-Toluosulfinsdure  in Acetonitrl
absol. Dioxan

=
_'
3
To
?\
4
O w
=§n
ZT

NHAloc
56
DDO 1) PBug, THF
N3 NHZ
HO 0 H MpmO 0 H
TBSO SWN pTBso SV\H/N
NHAloc O NHAloc
o} o]
59 60

Schema 3-12: Uberpriifung des Schutzgruppenkonzepts.

Q



3 ALLGEMEINER TEIL 59

Die Abspaltung der Aloc-Gruppe soll zunichst palladiumkatalysiert durchgefiihrt
werden. Dabei muss beachtet werden, dass man eine Reaktion unter homogener
Katalyse wihlt, da fiir Festphasenreaktionen kein heterogener Katalysator verwendet
werden kann.

H
ph. Ph P pp pp. Ph _~_CO__N.
\PI \P/ Ny 0 \n/ R
Ph—x P=Ph Ph—T. o
- PPhy
Pd _— ,Pd\
/,»’ \\\ /Ph '/,/ \‘\\
Ph_/F{\ )jp\ Ph_/F\}< /P\/ Ph
N
AN o) H*
% @ N
| + ’o)J\N/R — CO, + HyNR
2*Pd(PPhs)s H

0)

N
¢ — ./
pld‘l/\ HY 0 ——
- “ __/
| +  |IPd(PPha)s

Schema 3-13: Mechanismus der Aloc-Spaltung mit Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) und einem
Abfang-Nucleophil (hier: Morpholin).

Zunichst werden in einem parallelen Ansatz zwei verschiedene Katalysatoren
verwendet. Zum einen das Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) und zum anderen
das etwas teurere Tris-(dibenzylidenaceton)-dipalladium(0). Bei diesem Katalysator
wird im Gegensatz zum Tetrakis-(triphenylphosphophin)-palladium im Laufe der
Reaktion kein Triphenylphosphin freigesetzt, welches eventuell die Azidfunktion in der
6-Position angreifen konnte. Als Nucleophile werden fiir beide Katalysatoren jeweils
sowohl Morpholin als auch p-Toluolsulfinsdure (61)**® ' verwendet. Als
Losungsmittel dient in allen Fillen absolutes, entgastes Dioxan. Die Reaktionen werden

126 M. Honda, H. Morita, I. Nagakura, J. Org. Chem. 1997, 62, 8932.
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alle unter Schutzgas und Lichtausschluss durchgefiihrt. AnschlieBend werden die vier
Proben ohne weitere Umsetzung zur Abspaltung des Produktes mit 50%-iger
Trifluoressigsdure in Dichlormethan in Anwesenheit von Mercaptomethylpolystyrol als
Scavenger behandelt. Eine Analyse durch HPLC-MS (ELS-Detektor) zeigt, dass die
hochste  Reinheit des Produktes mit dem Katalysatorsystem  Tetrakis-
(triphenylphosphin)-palladium(0) mit p-Toluolsulfinsdure erreicht werden kann.

Die Abspaltung des TBS-Ethers in 3-Position gelingt quantitativ mit einer 50%-igen
Losung von Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril, was leicht im
HRMAS-Spektrum zu erkennen ist.

Die Reduktion der Azidfunktion in der 6-Position gelingt leicht unter Staudinger-
Bedingungen in einer zweistufigen Umsetzung.'*’ Zunichst wird das Azid mit Tri-n-
butylphosphin in ein Phosphinimin {berfiihrt, welches im Anschluss mit einem
Gemisch aus Triethylamin, Wasser und N, N-Dimethylformamid zum freien Amin
hydrolysiert wird (Schema 3-14). Im FT-IR-Spektrum kann gezeigt werden, dass die
Reaktion quantitativ verlauft.

?u Bu Bu
P IP—B
R. N R. N Bu Bu q, u
Y N -~ \r SNE R No L
SN SN NS
R ! e
l - N2
R Bu H.O R Bu
— 2
)—NH; O=R—Bu o ° )—N=P—Bu
R Bu R Bu

Schema 3-14: Mechanismus der Staudinger-Reduktion.

Die oxidative Spaltung des p-Methoxybenzylethers in der 4-Position wird zunichst, wie
schon in einer anderen Arbeit’’® fiir einen #hnlichen an Rink-Siureamid-Tentagel®
gebundenen Kohlenhydratbaustein  beschrieben, mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-
benzochinon (DDQ) in Dichlormethan mit 10 Vol-% Wasser durchgefiihrt. Wahrend
der Reaktion farbt sich das Harz allerdings dunkelrot und eine NMR-spektroskopische
Kontrolle zeigt, dass anscheinend kein Kohlenhydrat mehr an das Harz gebunden ist.

127 a) H. Staudinger, J. Meyer, Helv. Chim. Acta 1919, 2, 635; b) E. J. Corey, B. Samuelsson, F. A.
Luzzio, J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 3682.
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Als alternatives Losungsmittel wird Dioxan eingesetzt. Auch hier kann das gewiinschte
Produkt nicht nachgewiesen werden.

Fiir weitere Versuche zur Modifikation der Hydroxylgruppe in der 4-Postition wird
erneut das 2,6-Diaminoglucose-Scaffold 29 synthetisiert. Statt an Rink-AMPS-Harz
wird das Templat diesmal an Rink-Tentagel“-SNH, gebunden. Auch hier muss zunichst
die Aminofunktion des Rink-Séureamid-Linkers mit Piperidin in N,N-Dimethyl-
formamid freigesetzt werden. Die anschlieBende Kupplung des Kohlenhydrats mit
TBTU, HOBt und Hinigs Base in N N-Dimethylformamid gelingt in einer
Kupplungsausbeute von 90 % (berechnet durch Integration des NMR-Spektrums nach
Cappen mit Acetanhydrid). Somit wird eine Beladungsdichte des Harzes mit dem
Scaffold von 0.23 mmol/g erhalten.

Erneute Versuche zur oxidativen Spaltung des p-Methoxybenzyl-Ethers mit DDQ
zeigen, dass bei der Nutzung von Tentagel® als polymerem Triger quantitativ das
gewiinschte Produkt erhalten werden kann. Als Losungsmittel kann sowohl
Dichlormethan mit 10 Vol-% Wasser als auch Dioxan verwendet werden. Fiir die
Synthese wird aufgrund der leichteren Handhabbarkeit Dioxan als Losungsmittel
bevorzugt.

3.5 AUFBAU EINER BIBLIOTHEK DURCH MODIFIZIERUNGEN
DES SCAFFOLDS AN DER FESTEN PHASE

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das entwickelte Schutzgruppenkonzept eine
selektive Deblockierung jeder einzelnen Position erlaubt, besteht der nidchste Schritt im
Aufbau kleinerer Bibliotheken, in denen zunichst nur jeweils eine Position selektiv
deblockiert und anschlieBend funktionalisiert wird.

3.5.1 AMIDBILDUNG IN DER 2-POSITION

Zuerst werden Versuche zur Derivatisierung der 2-Aminofunktion durchgefiihrt. Dazu
wird zundchst an einer Probe von 2.40 g des beladenen Rink-AMPS-Harz 56 die
Allyloxycarbonylgruppe katalytisch mit Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) und
p-Toluolsulfinsdure als Abfangnucleophil in absolutem, entgastem Dioxan
durchgefiihrt. Im Anschluss wird das beladene Harz in 16 mit Polyethylenfritten
verschlossenen Spritzen in Portionen von jeweils 120 mg aufgeteilt. Die freie
Aminogruppe wird danach unter Aktivierung durch TBTU, HOBt und Hiinigs Base mit
16 verschiedenen a-Aminosiduren umgesetzt.
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TBTU kann entweder als Guanidiniumsalz oder als Uroniumsalz vorliegen,'*® wobei
das Uroniumsalz das effektivere Kupplungsreagenz darstellt. Um eine Racemisierung
der zu kuppelnden o-Aminosduren zu verhindern wird zusidtzlich HOBt als Additiv
zugegesetzt.

TBTU als Guanidiniumsalz TBTU als Uroniumsalz HOBt

Abb. 3-7: TBTU in Form des Guanidinuzm- und des Uroniumsalzes
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Schema 3-15: Mechanismus der Kupplung von Aminosduren unter Verwendung von TBTU und HOBt.

1287, Abdelmoty, F. Albericio, L. A. Carpino, B. M. Foxman, S. A. Kates, Lett. Pept. Sci, 1994, 57.
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Beim Mechanismus geht man davon aus, dass sich zundchst unter Aktivierung mit
Hiinigs Base ein O-Acylharnstoff bildet, der durch die Abspaltung von N,N,N’,N’-
Tetratmethylharnstoff und eine erneute Umsetzung mit einem HOBt-Anion in den
eigentlichen Aktivester {ibergeht.

Damit auch ein orthogonaler Schutz der neu eingefiihrten Gruppe gewaihrleistet ist,
werden Fmoc-geschiitzte a-Aminosduren eingesetzt, deren Seitenketten mit sdurelabilen
Schutzgruppen, wie der tert-Butyloxycarbonyl-(Boc-)Gruppe, dem tert-Butylester, dem
Triphenylmethylester oder dem Pentamethylcromansulfonsidureester blockiert sind.
Diese werden wihrend der Abspaltung der derivatisierten Kohlenhydrate vom Harz
ebenfalls gespalten, so dass man als Produkte Aminozucker erhilt, deren Seitenketten
nicht blockiert sind, die aber am N-Terminus noch mit Fmoc geschiitzt sind. Als
o-Aminosduren dienen dabei Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Thr(t-Bu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Asp(t-Bu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH,
Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-His(Trt)-OH und
Fmoc-Trp(Trt)-OH. Es werden hier ausschlieBlich a-Aminosduren verwendet, da diese
durch ihre a-Aminofunktion und - bei geeigneter Wahl der Aminosdure - auch durch die
Seitenkette interessante Strukturmerkmale fiir die RNA-Bindung bieten.

N
N% u Pd(PPhs), 3(‘) H
MpmO - insa MpmO
pTBSO s N p Toluosuhfmsaure pTBSO s N
v\n/ absol. Dioxan v\”/
NHAloc \O > NH»
o

56

Aminosaure,
TBTU, HOBt, DIPEA
in DMF

N3 N3

TBSO Swn/NHz 50% TFA in DCM TBSO V\ﬂ/

Mercaptomethyl-PS NH \O
o o < o o}

FmocHN FmocHN
63-78

Schema 3-16: Kupplung der a-Aminoséuren an die 2-Aminofunktion.

Die Ergebnisse dieses Parallelexperiments sind in Tabelle 3-5 dargestellt. Die
Abspaltung der funktionalisierten Kohlenhydrate mit 50%-iger Trifluoressigsdure in
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Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystryrol als Scavenger liefert die Sdureamide 63
bis 78 in den angegebenen Ausbeuten und Reinheiten.

Tabelle 3-5: In 2-Postion mit a-Aminoséuren derivatisierte Kohlenhydratderivate (*: UV-Detektion bei
254 nm (ELS-Detektion)).

R R’ | Rohausbeute | HPLC-Reinheit* | Ausbeute nach HPLC
63 Fmoc-Ala | TBS 75 % 49 % (20 %) 2.4 mg (7 %)
64’ H 39 % (48 %) 2.0 mg (7 %)
65 | Fmoc-Leu | TBS | |5q0, 42 % (41 %) 3.6 mg (10 %)
65’ H 40 % (37 %) 1.1 mg (4 %)
66 Fmoc-Thr | TBS 96 % 69 % (68 %) 4.2 mg (12 %)
67 | Fmoc-Cys | TBS 121 % 17 % (79 %) 8.9 mg (25 %)
68 Fmoc-Met TBS 100 % - -
68’ H - -
69 Fmoc-Arg | TBS 75 % - -
70 | Fmoc-Lys | TBS 87 % 58 % (41 %) -
71 | Fmoc-Asp | TBS 86 % 61 % (77 %) -
72 Fmoc-Asn TBS 85 9% 60 % (53 %) 1.7 mg (4 %)
72’ H 14 % (21 %) -
73’ H 5 % (3 %) -
74 Fmoc-Phe TBS 61 % 32 % (19 %) 1.8 mg (5 %)
74° H 43 % (48 %) 2.1 mg (6 %)
75 Fmoc-Tyr TBS 86 % 48 % (85 %) 2.4 mg (5 %)
75’ H 43 % (3 %) -
76 FmOC-PI'O TBS 74 % 20 % (47 %) -
76’ H 49 % (24 %) -
77 | Fmoc-His | TBS 78 % 12 % (36 %) 1.6 mg (4 %)
78 Fmoc-Trp TBS 98 % 32 % (6 %) 2.5 mg (6 %)
78’ H 19 % (10 %) -

Das Rohprodukt kann in den meisten Fillen in hohen bis sehr hohen Ausbeuten isoliert
werden. Neben dem erwarteten Produkt kann bei einigen Reaktionen als Nebenprodukt
ebenfalls das in 3-Position desilylierte Derivat nachgewiesen, zum Teil sogar isoliert
werden. Man kann davon ausgehen, dass die Kupplung der Aminosdure an die freie
Aminofunktion in allen Féllen funktioniert. Die Spaltung des Silylethers erfolgt
vermutlich erst bei der Abspaltung der Substanzen vom polymeren Triger. Es kann
allerdings kein Zusammenhang zwischen der GroBe oder den elektronischen
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Eigenschaften der eingefiihrten Aminosdure und der Tendenz zur Silylether-Spaltung
erkannt werden.

Bei der Reinigung der Rohprodukte mittels semi-praparativer HPLC kann in keinem
Fall die aufgrund der Substanzmenge an Rohprodukt und dessen Reinheit zu erwartende
Menge des Produktes isoliert werden. Die Reinigung der Produkte ist jedoch fiir die
geplanten Zellassays zur Uberpriifung der biologischen Aktivitit von groBer Bedeutung
und wird daher bei allen Produkten durchgefiihrt, sofern das gewiinschte Produkt in
einer HPLC-Reinheit von mehr als 10 % im Rohprodukt nachgewiesen werden kann.

Beim Einsatz von Fmoc-Met-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH und
Fmoc-Pro-OH als a-Aminsodure kann das Produkt zwar massenspektrometrisch
nachgewiesen werden, die Reinigung der Substanzen durch semi-praparativer HPLC
gelingt allerdings nicht.

3.5.2 DERIVATISIERUNG DER 3-POSITION

Fiir die Synthese von Substanzen, die an der 3-Hydroxylfunktion modifiziert werden,
sollen hier zwei Funktionalisierungsmethoden iiberpriift werden. Zum einen wird eine
Serie von 11 Carbamaten durch die Reaktion der Hydroxylgruppe mit verschiedenen
Isocyanaten hergestellt und zum anderen werden unter den von Steglich'*® entwickelten
Methoden 7 verschiedene Carbonséduren zur Darstellung von Estern eingesetzt.

3.5.2.1 CARBAMOYLIERUNG DER 3-POSITION
Zur Carbamat-Bildung in der 3-Position des Scaffolds wird zunichst ein
Parallelexperiment mit 6 verschiedenen Isocyanaten durchgefiihrt.

Hierfiir werden 6 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-Spritzen mit jeweils 200 mg
des mit Kohlenhydrat beladenen Rink-Tentagel-S-NH," 79 befiillt. Bei allen Proben
wird nun zunidchst die 3-Hydroxylfunktion durch Spaltung des Silylethers mit
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung freigesetzt. Im Anschluss erfolgt eine
Carbamoylierung mit  verschiedenen Isocyanaten unter Katalyse durch
4-Dimethylaminopyridin in Dioxan."** Als Isocyanate werden 4-Cyanophenylisocyanat,
Benzylisocyanat, 4-Chlorphenylisocyanat, 3,4-Dichlorphenylisocyanat, 3-Fluorphenyl-
isocyanat und 4-Fluorphenylisocyanat eingesetzt. Wie schon zuvor erfolgt die
Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger unter stark sauren Bedingungen mit
50%-iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan.

12 B. Neises, W. Steglich, Angew. Chem. 1978, 90, 556.
B0 W, Steglich, G. Hofle, Angew. Chem. 1969, 81, 1001.
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Schema 3-17: Carbamoylierung der Hydroxylfunktion in der 3-Position.

Die Ergebnisse der Parallelexperimente werden in Tabelle 3-6 dargestellt. Die
Rohausbeuten sind im Vergleich zur vorherigen Bibliothek etwas geringer und auch die
Reinheiten laut HPLC sind deutlich geringer. Dies ist allerdings mit der Tatsache zu
begriinden, dass die synthetisierten Derivate mit den Mitteln der UV-Detektion nur
schwer nachzuweisen sind. Die Moglichkeit der ELS-Detektion steht zu diesem
Zeitpunkt leider nicht zur Verfiigung. Die Ausbeuten an reinem Produkt sind in etwa
mit den zuvor bei der Amidbildung erreichten Ausbeuten zu vergleichen.

Tabelle 3-6: In 3-Position eingefiihrte Carbamate unter Nutzung von Tentagel” als polymerem Tréger
(*: UV-Detektion bei 214 nm; **: doppelt carbamoyliertes Produkt).

R Rohausbeute |HPLC-Reinheit* | Ausbeute nach HPLC
81 4-Cyanophenyl 52 % 16 %** 0.7 mg (3 %)**
82 Benzyl 64 % 18 %o** -
83 4-Chlorphenyl 74 % 7 % 2.5mg (12 %)
84 3,4-Dichlorphenyl |65 % 29 % 1.6 mg (7 %)
85 3-Fluorphenyl 72 % 12 % 1.4 mg (7 %)
86 4-Fluorphenyl 91 % 8% 3.1 mg (15 %)
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Nutzt man 4-Cyanphenylisocyanat oder Benzylisocyanat, konnen statt der gewiinschten

Carbamate nur die Derivate 81’ und 82 nachgewiesen werden, bei denen vermutlich

31 Im ersten Fall kann die Substanz auch

26(e)

eine Allophanat-Bildung stattgefunden hat.
isoliert werden. Diese Weiterreaktion war auch schon in einer fritheren Arbeit
beobachtet worden.

N3 N3
o} HO O

HO/&/ s NH

OQ(O NH AECV\[OrNHZ O/ © NHAIOW i
N

o~ Den °~

NH NH

v

NC
81’ 8’

Abb. 3-8: Bei der Reaktion mit 4-Cyanophenylisocyanat bzw. Benzylisocyanat gebildete Allophanate.

In einer zweiten Versuchsreihe werden fiinf weitere Isocyanate fiir die Carbamatbildung
eingesetzt: 4-Methylmercaptophenylisocyanat, Ethyl-4-isocyanatobenzoat, 4-Ethoxy-
phenylisocyanat, 3-Acetylphenylisocyanat und 4-Isopropylphenylisocyanat. Anstelle
des Tentagels® wird nun das Rink-AMPS-Harz als Trigermaterial verwendet. Dazu
werden in 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-Spritzen jeweils 120 mg des
beladenen AMPS-Harzes 56 eingewogen. Die Deblockierung, Carbamoylierung und
Abspaltung werden wie in der vorhergehenden Versuchsreihe mit den an Tentagel”
gebundenen Proben durchgefiihrt.

11'2) M. R. Salmon, G. Powell, J. Am. Chem. Soc. 1939, 61, 3507; b) A. J. Bloodworth, A. G. Davies, J.
Chem. Soc. 1965, 6858; c) J. C. Stowell, J. Org. Chem. 1971, 36, 3056.
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Tabelle 3-7: In 3-Position eingefiihrte Carbamate unter Nutzung von AMPS als polymerem Tréager (*:
UV-Detektion bei 254 nm).

R Rohausbeute | HPLC-Reinheit* | Ausbeute nach HPLC
4-Methyl-
87 84 % 59 % 0.8 mg (3 %)
mercaptophenyl
4-Ethoxy-
88 84 % 62 % 2.0 mg (7 %)
carbonylphenyl
89 4-Ethoxyphenyl 78 % 61 % 2.4 mg (9 %)
920 3-Acetylphenyl 40 % <5% -
91 |4-Isopropylphenyl| >100 % 42 % 2.3 mg (9 %)

Wie in Tabelle 3-7 zu sehen ist, sind sowohl die Ausbeuten als auch die Reinheiten mit
denen vergleichbar, die mit Tentagel® als polymerem Triger erreicht werden konnten.
Eine Ausnahme stellt hierbei allerdings das Produkt 90 dar, das zwar durch ESI-
Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann, das aber keinem Peak im
analytischen HPLC-Chromatogramm zuzuordnen ist.

3.5.2.2 ACYLIERUNG DER 3-POSTION

Neben einer Carbamatbildung ist auch eine Veresterung der Hydroxylgruppe in der
3-Position von Interesse. Dazu werden erneut in 8 mit Polyethylenfritten verschlossene
5 ml-Spritzen jeweils 120 mg des mit Kohlenhydrat beladenen Rink-Amid-Harz 56
eingewogen. Diese Proben werden dann in einer Parallelsynthese zunéchst zur Spaltung
des Silylethers mit einer 50%-igen Losung von Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid
in Acetonitril behandelt und anschlieBend unter den Bedingungen einer Steglich-
Acylierung unter Aktivierung mit N, N -Diisopropylcarbodiimid und 4-Dimethylamino-
pyridin mit 8 Carbonsiduren umgesetzt. Als Carbonsduren werden hierfiir Phenylessig-
sdure, 4-Nitrophenylssigsdure, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Met-OH,
Fmoc-Thr(t-Bu)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH verwendet. Die
Abspaltung der Produkte vom Polymer erfolgt erneut mit Trifluoressigsdure mit
Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.
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Wie in Tabelle 3-8 zu erkennen ist, erhédlt man bei dieser Parallelsynthese eine Reihe
von Produkten in sehr uneinheitlichen Ausbeuten und Reinheiten. Im Allgemeinen
verlauft die Acylierung anscheinend nicht so problemlos wie die Einfithrung von
Carbamaten bzw. die Kupplung von Aminosduren an eine freie Aminofunktion. In den
meisten Féllen kann das gewlinschte Produkt nur nachgewiesen, nicht aber isoliert
werden. Ausnahmen stellen die Produkte aus der Veresterung mit Phenylessigsaure,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH und Fmoc-Met-OH dar. Diese konnen in hohen
Ausbeute und mit guten Reinheiten erhalten werden.

Tabelle 3-8: Produkte der Steglich-Acylierung in der 3-Position (*: UV-Detektion bei 254 nm (ELS-

Detektion)).

R Rohausbeute | HPLC-Reinheit* Ausbeute nach
92 Phenylacetyl 68 % 59 % 1.2 mg (5 %)
93 | 4-Nitrophenylacetyl 54 % <5% -
94 Fmoc-Gly 81 % 79 % (85 %) 1.7 mg (5 %)
95 Fmoc-Ala 58 % 78 % 1.5 mg (6 %)
96 Fmoc-Met 88 % 65 % (92 %) 3.0 mg (8 %)
97 Fmoc-Thr 85 % <5% -
98 Fmoc-Gln 89 % 22 % -

Auch durch Verdnderung der Reaktionsbedingungen fiir die restlichen Reaktionen, wie

einer Erhohung der Reaktionsdauer oder dem Einsatz von groBeren Uberschiissen an

Reagenzien konnen die Ergebnisse nicht verbessert werden.
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3.5.3 DERIVATISIERUNG DER 4-POSITION

Wie schon zuvor die Hydroxylfunktion in der 3-Stellung soll nun auch die
Hydroxylgruppe in der 4-Position zundchst deblockiert und anschlieBend sowohl mit
Isocyanaten als auch mit Carbonséuren zur Reaktion gebracht werden.

3.5.3.1 CARBAMOYLIERUNG DER 4-POSITION

Fiir eine Parallelsynthese von 11 Carbamaten werden zunichst jeweils 200 mg des mit
Kohlenhydrat beladenen Tentagels® 79 in 11 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-
Spritzen eingewogen. Zur Deblockierung der 4-Hydroxylfunktion wird das Polymer
dreimal eine Stunde mit einer Losung von 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon
(DDQ) in Dioxan behandelt. Nach dem Waschen der Proben und Quellen des Harzes in
einer 1%-igen Losung von 4-Dimethylaminopyridin in Dioxan, erfolgt die Umsetzung
der freien OH-Funktion mit jeweils einer 10%-igen Losung eines der 11 Isocyanate
(4-Cyanophenylisocyanat, 4-Chlorphenylisocyanat, 3.,4-Dichlorphenylisocyanat,
3-Fluorphenylisocyanat, 4-Fluorphenylisocyanat, 4-Nitrophenylisocyanat, 4-Methyl-
mercaptophenylisocyanat,  Ethyl-4-isocyanatobenzoat, = 4-Ethoxyphenylisocyanat,
3-Acetylphenylisocyanat und 4-Isopropylphenylisocyanat) in Dioxan. Die so erhaltenen
Carbamate werden in gewohnter Weise mit Trifluoressigsdure vom polymeren Triger
abgespalten.

DDQ HO O

N3 N3
TBSO S N Dioxan TBSO S N
NHAIOC\/\H/ \O E— NHAIopﬂ/ \O
(@) (0]

79 99
1) 1% DMAP
in Dioxan
2) 10% Isocyanat
in Dioxan
? O
R /Z< N3 ) R, /Z< Ns
N o 50% TFA in DCM N 2 ]
4 TB%O S NH, Mercaptomethyl-PS H TB% o s H
NHAlOC\/\n/ NHAIOC\/\H/ \O
° (0]
100-110

Schema 3-19: Deblockierung und Carbamoylierung der 4-OH-Funktion.
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Tabelle 3-9: Produkte der Carbamoylierung der 4-Hydroxylfunktion (*: UV-Detektion bei 214 nm fiir
100 bis 105 bzw. bei 254 nm fiir 106 bis 110 (ELS-Detektion)).

R Rohausbeute HPLC- Ausbeute nach HPLC

100 4-Cyanophenyl 63 % 92 % 13.0 mg (45 %)
101 4-Chlorphenyl 68 % 63 % 10.4 mg (35 %)
102 3,4-Dichlorphenyl 77 % 90 % 12.6 mg (40 %)
103 3-Fluorphenyl 63 % 63 % 6.6 mg (23 %)
104 4-Fluorphenyl 50 % 80 % 6.5 mg (23 %)
105 4-Nitrophenyl 64 % <5% -

106 4-Methyl- 100 % 68 % (65 %) 1.4 mg (5 %)
106’ mercaptophenyl 32 % (34 %) 2.1 mg (9 %)
107 4-Ethoxy- 90 % 81 % (82 %) 11.6 mg (42 %)
107° carbonylphenyl 12 % (11 %) 0.4 mg (2 %)
108 4-Ethoxyphenyl > 100 % 87 % (62 %) 5.3 mg (20 %)
108’ 6 % (5 %) -

109 3-Acetylphenyl 60 % 95 % (98 %) 9.8 mg (38 %)
110 4-Isopropylphenyl 48 % 95 % (95 %) 5.7 mg (22 %)

Die Ergebnisse dieser Parallelsynthese sind in Tabelle 3-9 zusammengefasst. Es ist
leicht zu erkennen, dass die Ausbeuten an reinem Produkt deutlich besser als bei den
vorangegangenen Versuchen sind. Dies ist nur schwer zu erkldren, da die Rohausbeuten
im gleichen Bereich liegen und auch die bestimmten HPLC-Reinheiten nur etwas hoher
sind. Eine Ausnahme stellt die Reaktion mit 4-Nitrophenylisocyanat dar. Im
Rohprodukt kann zwar die Masse des gewiinschten Produktes nachgewiesen werden,
allerdings kann diese Masse im HPLC-Chromatogramm keinem Peak zugeordnet
werden. Vermutlich war das durch die Nitroguppe aktivierte Isocyanat durch eine zu
lange Lagerung zum Teil hydrolysiert.

3.5.3.2 ACYLIERUNG DER 4-POSITION

Neben der Einfithrung von Carbamaten in der 4-Stellung wird in einem weiteren
Parallelexperiment die Acylierung unter Steglich-Bedingungen untersucht. Hierfiir
bereitet man wie auch schon fiir die vorhergehende Versuchsreihe zundchst 6 mit
Polyethylenfritten verschlossene und mit jeweils 120 mg mit Kohlenhydrat beladenem
Rink-Tentagel-S-NH,® Harz 79 befiillte 5 ml-Spritzen vor. Im ersten Schritt wird der
p-Methoxybenzylether unter oxidativen Bedingungen mit DDQ in Dioxan gespalten. Im
zweiten Schritt folgt die Umsetzung nach Steglich mit 6 verschiedenen Aminosduren
(Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Thr(t-Bu)-OH
und Fmoc-GIn(Trt)-OH) unter Aktivierung durch N,N’-Diisopropylcarbodiimid und
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4-Dimethylaminopyridin, woraufhin die Derivate mit Trifluoressigsdure vom Polymer
abgespalten werden.

N3 N3
0 H DDQ 5 '
Mp%%oég/s N Dioxan T|—I|3%O S N
whaoe” T Q) — e T QD
(6] O
79
Aminoséure
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4 .

—NHFmoc ~—NHFmoc
o! N3 50% TFA in DCM OJ N3
e (@] Mercaptomethyl-PS e} o} H
TBSO Sv\ﬂ/ NH - TBSO S ~
C
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NHAlo NHAloc

P4

111-116

Schema 3-20: Deblockierung und Steglich-Acylierung der 4-Hydroxylfunktion.

Die Ergebnisse der Versuchsreihe sind in Tabelle 3-10 zusammengefasst. Es fillt auf,
dass bei diesen Experimenten die Rohausbeuten niedrig sind. Auch die Reinheit der
Produkte entspricht nicht den Erfahrungen aus den vorhergehenden Versuchen. Zum
Teil kann selbst das Produkt nicht nachgewiesen werden. Vermutlich ist das Tragerharz
entweder bei der oxidativen Spaltung des p-Methoxybenzylethers oder durch falsche
Lagerung so stark geschidigt worden, dass das Harz kollabiert ist oder der Rink-Anker

gespalten wurde.

Tabelle 3-10: Produkte der Steglich-Acylierung der 4-Hydroxylgruppe (*: UV-Detektion bei 254 nm
(ELS-Detektion)).

R Rohausbeute | HPLC-Reinheit* | Ausbeute nach HPLC
111 Fmoc-Gly 29 % 46 % (39 %) 1.7 mg (4 %)
112 Fmoc-Ala 17 % 6 % -
113 Fmoc-Leu 33 % - -
114 Fmoc-Met 39 % <5% -
115 Fmoc-Thr 37 % - -
116 Fmoc-Gln 39 % - -
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3.5.4 VERSUCHE ZUR ETHERBILDUNG

Da Ether unter physiologischen Bedingungen im Allgemeinen stabiler als Ester sind
werden auch Versuche zur Williamson-Veretherung der Hydroxylgruppen in der 3- und
4-Stellung unternommen. Fiir eine erste Untersuchung soll zunédchst nach Spaltung der
Schutzgruppe eine Veretherung mit Benzylbromid durchgefiihrt werden (Schema 3-21).
Dazu miissen zuerst die jeweiligen Schutzgruppen in der 3- oder 4-Position entfernt
werden. Danach wird mit Kalium-zert-butylat in N, N-Dimethylformamid deprotoniert,
wobei eine Schwarzfarbung des Polymers beobachtet wird. Diese verschwindet bei der
darauf folgenden Behandlung mit Benzylbromid. Wie in den vorhergehenden
Versuchen werden die derivatisierten Kohlenhydrate mit Trifluoressigsdure vom
Polymer abgespalten. Wider Erwarten kann in beiden Féllen bei der anschlieBenden
HPLC-MS-Chromatographie kein Produkt nachgewiesen werden. Statt dessen sind nur
die Massen von kleineren Fragmenten zu erkennen, die nicht zuzuordnen sind.
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Schema 3-21: Versuch zur Veretherung der 3- und 4-Hydroxylgruppe.
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3.5.5 AMIDBILDUNG IN DER 6-POSITION

Zum Schluss wird die Anbindung von Aminosduren iiber die Aminofunktion in der
6-Position untersucht, die in Form eines Azids maskiert vorliegt. Dafiir stehen zwei
Moglichkeiten zur Verfligung. Zum einen gibt es die Mdglichkeit, in einer klassischen
zweistufigen Synthese zunichst das Azid in einer Staudinger-Reaktion zum Amin zu
reduzieren und dieses anschlieBend mit einer Carbonsdure umzusetzen. Alternativ kann
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auch eine einstufige Synthese wunter modifizierten Staudinger-Bedingungen
durchgefiihrt werden, bei der auf einen strengen Ausschluss von Wasser zu achten ist.'*>
Diese einstufige Synthese erspart zwar Zeit und Arbeit, es sind allerdings deutlich
groBere Uberschiisse an Tributylphosphin nétig, da ein vollstindiger Ausschluss von
Wasser zum einen durch die Festphasen-Synthese erschwert wird und zum anderen die
Kupplungsreagenzien nicht wasserfrei sind. So wird im Allgemeinen HOBt-

Monohydrat fiir die Aktivesterbildung eingesetzt.

Fiir die folgende Parallelsynthese wird daher die zweistufige Variante bevorzugt. Dafiir
werden zunéchst 18 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-Spritzen mit 120 mg des
mit Kohlenhydrat beladenen Rink-AMPS-Polymers 56 befiillt. Die Reduktion der
Azidfunktion zum Amin erfolgt nach Staudinger durch Umsetzung mit Tri-n-butyl-
phosphin und anschlieBende Hydrolyse des entstandenen Phospinimins. Fiir die
Amidbildung werden erneut TBTU, HOBt und Hiinigs Base als Kupplungsreagenzien
gewdhlt. Als Carbonsduren werden Phenylessigsdure, N-(Boc)-Anthranilsdure, N-(Boc)-
4-Aminobenzoesdure, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Thr(t-Bu)-
OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Asp(t-Bu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Trp(Trt)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH eingesetzt.

N3 NHZ
MpmQ O H MpmO O H
pTBsgég/Swn/N 1) PBug THF pTBsgéS/SV\H/N
C NHAloc \O
o] o]
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56 119
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Schema 3-22: Staudinger-Reduktion und Amidbildung in der 6-Position.

132 1. P. Malkinson, R. A. Falconer, I. Toth, J. Org. Chem. 2000, 65, 5249.
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-11 zusammengefasst. Bis auf zwei Ausnahmen
(R =Fmoc-Lys 130 und R = Fmoc-Pro 135) werden sehr gute Rohausbeute erhalten,
zum Teil auch tiber 100 %. Dies ist damit zu begriinden, dass das Produkt nach der
Abspaltung meist noch verunreinigt ist. Die HPLC-Reinheiten bewegen sich meist
zwischen 40 % und 80 %.

Tabelle 3-11: In 6-Position modifizierte Saccharide (*: UV-Detektion bei 254 nm (ELS-Detektion)).

R 3-Position auI:lf))g; te HPLC-Reinheit AuSt})Ie;f Cnach
120 | Phenylacetyl O-TBS > 100 % 41 % (96 %) 11.2 mg (38 %)
121 | 2-Aminobenzoyl | O-TBS 92 % 74 % (70 %) 2.0 mg (7 %)
122 | 4-Aminobenzoyl | O-TBS 82 % 51 % (ca. 50 %) | 3.0 mg (10 %)
123 Fmoc-Gly O-TBS 76 % 82 % (82 %) 5.8 mg (16 %)
124 Fmoc-Ala O-TBS 81 % 74 % (47 %) 4.4 mg (12 %)
125 Fmoc_Leu O-TBS 99 % 76 % (78 %) 9.3 mg (23 %)
OH 8 % (7 %) -
126 Fmoc-Thr O-TBS > 100 % 85 % (79 %) 12.7 mg (32 %)
127 Fmoc-Cys O-TBS > 100 % - -
128 Fmoc-Met O-TBS >100 % 85 % (82 %) 12.0 mg (29 %)
129 Fmoc-Arg O-TBS 82 % 57 % (20 %) -
130 Fmoc-Lys O-TBS 30 % 69 % -
131 Fmoc-Asp O-TBS 88 % 88 % (90 %) 13.2 mg (33 %)
132 Fmoc-Asn O-TBS >100 % 80 % 5.3 mg (13 %)
133 Fmoc-Gln O-TBS > 100 % 88 % 6.1 mg (15 %)
134 Fmoc-Tyr O-TBS 98 % 84 % (98 %) 14.1 mg (33 %)
135 Frmoc-Pro O-TBS 50 % 51% 3.8 mg (10 %)
OH 34 % 2.1 mg (6 %)
136 Fmoc-Trp O-TBS 76 % 23 % 2.3 mg (5 %)
137 Fmoc-His O-TBS 86 % 53 % 4.5mg (11 %)

Auffallend sind die guten Ergebnisse fiir die Kupplung mit den geschiitzten
Aminoséduren Leucin, Threonin, Methionin, Asparaginsidure und Tyrosin, bei denen das
Produkt nach der Reinigung durch semiprédparative HPLC in einer Ausbeute von mehr
als 20 %, im Fall von Asparagin und Tyrosin sogar von mehr als 30 % isoliert werden
kann.

Wie schon zuvor in Kapitel 3.5.1 zu sehen war, bereiten die mit basischen Aminosduren
wie Arginin und Lysin funktionalisierten Kohlenhydrate Probleme und kdnnen nicht




3 ALLGEMEINER TEIL 77

isoliert werden, obwohl sie laut analytischer HPLC bzw. HPLC-MS im Produktgemisch
nachgewiesen werden konnen.

3.5.6 SYNTHESE VON KOHLENHYDRAT-PEPTID-KONJUGATEN

Nachdem die Kupplung von a-Aminosduren an die Aminofunktionen des Saccharid-
Templats gute Ergebnisse liefert, sollte auch die Synthese von Konjugaten aus dem
Kohlenhydrat und einem Di- oder Tripeptid mdoglich sein. Dies wird beispielhaft durch
die Darstellung jeweils eines Derivates mit einem Dipeptid-Rest (Fmoc-Ala-Ala) in
entweder der 2- (138) oder 6-Position (140) und eines Derivates mit einem Tripeptid-
Rest (Fmoc-Ala-Ala-Ala) in je einer der beiden Stellungen (139 und 141) gezeigt.

3
2 S NH I
TBSO 2 o)
NH v\ﬂ/ NH
o)
HN NH
o) HO Q
42: TBSO S NH;
NHAIOCV\H/
NHFmoc 0
138 140
N3 NHFmoc
O o
TBSO S NH,
NH V\[r HN
= ° by
o
HN NH
A(EO /K/éo
NH NH
O:S, HOON s NH
2
FmocHN NHAIOCV\g/
139 141

Abb. 3-9: Synthetisierte Di- und Tripeptide.

Die Vorgehensweise ist dabei genau wie bei der Darstellung der einfachen
Aminozucker. Nach dem Abspalten der jeweiligen Schutzgruppen erfolgt die Kupplung
der ersten Aminosdure. Um eine weitere Aminosdure an die a-Aminofunktion kuppeln
zu konnen, muss diese zundchst mit Piperidin deblockiert werden. Dann folgt der
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nichste Kupplungsschritt des Aminozuckers mit einem weiteren Molekiill Fmoc-Ala-
OH unter Zusatz von TBTU, HOBt und Hiinigs Base. Um das Dipeptid zu erhalten,
kann nun mit Trifluoressigsdure vom Polymer abgespalten werden. Das Tripeptid erhilt
man durch nochmaliges Durchfiihren des Zyklus aus Deblockieren und Kuppeln und
anschlieBendem Abspalten vom Trigermaterial.

Wie in Tabelle 3-12 zu erkennen ist, gelingt die Synthese der vier Kohlenhydrat-Peptid-
Konjugate. Die Ausbeuten und Reinheiten der Produkte sind allerdings nur maBig.
Speziell bei den Peptiden 138 und 139 bildet das gewiinschte Produkt nur einen kleinen
Teil des Rohproduktes. Neben dem nicht umgesetzten Kohlenhydrat kann bei 138 auch
das Mono-Alanyl-Derivat sowie bei 139 das Di-Alanyl-Derivat als Nebenprodukte
nachgewiesen werden. Beim 6-Tri-Alanyl-Derivat 141 kann dagegen eine sehr gute
Reinheit erreicht werden, wenn auch die Rohausbeute eher gering ausfillt.

Tabelle 3-12: Zusammenfassung der Ergebnisse der Synthese von Di- und Tripeptiden (*: UV-Detektion
bei 254 nm (ELS-Detektion)).

Rohausbeute HPLC-Reinheit* Ausbeute nach HPLC
138 |85 % 16 % 0.5 mg (1 %)
139 |76 % 24 % 1.4 mg (3 %)
140 |50 % 38 % 2.2 mg (5 %)
141 |56 % 89 % 3.0 mg (7 %)

3.5.7 VERSUCHE ZUR GLYCOSYLIERUNG

Eine Alternative zur Abspaltung der derivatisierten Bausteine mit Trifluoressigsdure
unter stark sauren Bedingungen ist eine Aktivierung des Thioglycosids und eine

> Der Thioglycosid-Anker muss dafiir durch ein

anschlieBende Glycosylierung."
Elektrophil aktiviert werden, welches eine kovalente Bindung zum Schwefel ausbildet.
Dies fiihrt zu einem Elektronenmangel am C-1, der durch eine Delokalisierung des
einsamen Elektronenpaars am O-5 ausgeglichen wird. Die Substitution des Schwefels
durch einen nucleophilen Angriff auf das anomere Zentrum kann entweder nach der
Dissoziation der C-1-S-Bindung (Sx1-Mechanismus) oder gleichzeitig mit der
Dissoziation (Sn2-Mechanismus) stattfinden, wobei die zweistufige Variante
wahrscheinlicher ist. Das eintretende Nucleophil kann entweder das Gegenion des
Elektrophils oder ein zugesetzter Glycosylakzeptor wie zum Beispiel ein Alkohol, eine

Carbonséure oder ein N-Nucleophil sein.

133 2) K. Toshima, K. Tatsuta, Chem. Rev. 1993, 93, 1503; b) P. I. Garegg, Adv. Carbonhydrate Chem.
Biochem. 52, 179; ¢) Z. Zhang, 1. R. Ollmann, X.-S. Ye, R. Wischnat, T. Baasov, C.-H. Wong, J. Am.
Chem. Soc. 1999, 121, 734.
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Schema 3-23: Aktivierung von Thioglycosiden durch Elektrophile.

Diese Methode zur Abspaltung des Produktes vom polymeren Trager kann allerdings
nur mit einer kleinen Einschrinkung verwendet werden. Die Allyloxycarbonyl-
schutzgruppe in der 2-Position kann ebenfalls leicht von weichen Elektrophilen
angegriffen werden. Daher ist es wichtig, dass sie vor der Aktivierung durch Brom,'**
N-Bromsuccinimid'®® oder N-Todsuccimid'®® abgespalten wird. Desweiteren ist auf
einen vollstdndigen Ausschluss von Wasser wihrend der Aktivierung und wéhrend des
Quenchens der Losung zu achten, da sonst der sogenannte ,,Hydrolysezucker* durch

einen Angriff von Wasser an das anomere Zentrum entsteht.

Um diese Bedingung zu erfiillen, wird zundchst in Parallelreaktionen in 3 mit
Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen nach den bekannten Vorschriften
zundchst die Aloc-Gruppe abgespalten und Fmoc-Leu-OH an die 2-Aminofunktion
gekuppelt. Die anschlieBende Aktivierung des Thioglycosid-Ankers erfolgt mit einer

1345, Koto, T. Uchida, S. Zen, Chem. Lett. 1972, 1049.

135 a) K. C. Nicolaou, S. P. Seitz, D. P. Papahatjis, J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 2430; b) P. Konradson,
U. E. Udodong, B. Fraser-Reid, Tetrahedron Lett. 1990, 31, 275; ¢) G. H. Veeneman, S. H. van
Leeuwen, J. H. van Boom, Tetrahedron Lett. 1990, 31, 1331.

13 2) S. C. Ennis, A. J. Fairbanks, R. J. Tennant-Eyles, H. S. Yeates, Synlett, 1999, 1387; b) K. Egusa, K.
Fukase, Y. Nakai, S. Kusumoto, Synlett, 2000, 27.
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7.5%-igen Losung des Akzeptoralkohols in Dichlormethan mit N-Bromsuccinimid
(NBS) als Aktivator und 2,6-Di-tert-butylpyridin. Als Akzeptoralkohol wird Methanol,
Ethanol oder 1-Butanol verwendet. Nach 20 Minuten wird die Reaktionslosung mit
einer Losung bestehend aus einer 7.5%-igen Losung des Rezeptoralkohols in
Dichlormethan mit Tetracthylammoniumbromid und Cyclohexen gemischt. Nach
3-stiindiger Reaktion in einem geschlossenen Gefdll wird das Losungsmittel entfernt,
und es folgt eine schnelle Reinigung iiber eine mit Kieselgel gefiillte Spritze. Durch
semi-priaparative HPLC werden die gewiinschten Produkte 142, 143 und 144 erhalten.

Tabelle 3-13: Ergebnisse der Untersuchungen zur glycosylierenden Abspaltung vom polymeren Tréger.

Produkt | Akzeptoralkohol |Rohausbeute |Reinheit | Ausbeute nach HPLC
142 Methanol 51 % 79 % 5.9 mg (15 %)
143 Ethanol 75 % 91 % 5.5 mg (14 %)
144 1-Butanol 63 % 91 % 5.8 mg (14 %)

Wie man in Tabelle 3-13 sehen kann, erhélt man durch die glycosylierende Abspaltung
der Kohlenhydrat-Derivate vom Trigerharz im Vergleich zur sauren Spaltung mit
Trifluoressigsdure zwar eine etwas niedrigere Ausbeute an Rohprodukt, aber die HPLC-
Reinheit und die Ausbeute nach der semipriparativen HPLC, die nach dieser Methode
erreicht werden, sind hoher. Die niedrigere Rohausbeute kann vermutlich damit
begriindet werden, dass bei der zuvor durchgefiihrten schnellen Reinigung {iber
Kieselgel schon viele Verunreinigungen entfernt wurden, die bei der Filtration iiber
festes Natriumhydrogencarbonat, welche bei der sauren Spaltung durchgefiihrt wird,
nicht abgetrennt werden.

Neben der Tatsache, dass diese Abspaltung der Substanz vom Harz nicht mit der
Anwesenheit von Aloc kombinierbar ist, besteht ein weiterer Nachteil in der begrenzten
Anzahl leichtfliichtiger Alkohole, die als Akzeptoren verwendet werden koénnen.
Werden schwerfliichtige, oder sogar feste Akzeptoralkohole eingesetzt, wird die
Abtrennung dieser Alkohole, die im groBen Uberschuss eingesetzt werden miissen, sehr
schwierig.

Eine weitere Untersuchung dieser glycosylierenden Abspaltung wire insbesondere bei
der Benutzung von Aminoalkoholen interessant, da die Aminofunktion vermutlich die
Bindung des Kohlenhydrat-Derivats an RNA-Strukturen unterstiitzen wiirde.
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3.5.8 KOMBINATORISCHE VARIATION VERSCHIEDENER POSITIONEN

Nachdem gezeigt werden konnte, dass jede der fiinf funktionellen Gruppen im
entwickelten, festphasengebundenen 2,6-Diaminoglucose-Scaffold 56  selektiv
deblockiert bzw. aktiviert und funktionalisiert werden kann, stellt sich nun die Frage, ob
eine kombinatorische Variation verschiedener Positionen moglich ist.

Zunichst wird untersucht, ob nach der Funktionalisierung der 2-Aminogruppe mit einer
Aminosdure eine Spaltung der iibrigen Schutzgruppen gelingt. Dies gelingt wider
Erwarten flir keine der drei iibrigen Positionen. Beim Versuch zur Spaltung des
Silylethers mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid wird aufgrund der basischen
Bedingungen eine Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der Aminosiure beobachtet
werden.

Danach werden Versuche durchgefiihrt, bei denen zundchst die 3-Position
carbamoyliert wird und anschlieend die Schutzgruppen in den restlichen Positionen
entfernt werden sollen. Dies ist nur bei der Reduktion des Azids zum Amin in der
6-Position moglich. Allerdings kann in weiteren Versuchen keine Aminosdure an
dieses freie Amin gekuppelt werden.

Auch Versuche, zuerst die 4-Hydroxylgruppe zu carbamoylieren und anschlieBend eine
weitere funktionelle Gruppe zu deblockieren, scheitern.

Diese Ergebnisse sind nur schwer nachzuvollziehen, da an anderen Kohlenhydrat-
Scaffolds schon erfolgreich Mehrfachfunktionalisierungen an der festen Phase
durchgefiihrt wurden.

3.6 SYNTHESE EINES SCAFFOLDS FUR DIE
KOMBINATORISCHE SYNTHESE IN LOSUNG

Aufgrund der Probleme bei der kombinatorischen Variation verschiedener Positionen an
der festen Phase wird neben dem bereits synthetisierten Scaffold 29 ein weiteres
orthogonal stabil geschiitztes 2,6-Diaminoglucosetemplat 145 (Abb. 3-10) dargestellt,
welches fiir Modifizierungen in Losung geeignet ist. Das schon etablierte
Schutzgruppenmuster kann dafiir iibernommen werden. Die einzige Verdnderung wird
in der anomeren Position vorgenommen: statt des Mercaptopropionsdurederivats wird
nun ein Thiophenolrest {iber eine Thioglycosylierung eingefiihrt. Hierdurch sollte die
anomere Position gut fiir eine Derivatisierung durch Glycosylierungsreaktionen

zugénglich sein. 26>
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Abb. 3-10: 2,6-Diaminoglucosetemplat fiir die kombinatorische Synthese in Losung.

Die fiir das Scaffold 29 entwickelte Synthese kann ebenfalls direkt tibertragen werden.
Ausgehend vom N-Aloc-geschiitzten, peracetylierten Kohlenhydrat 34 wird zundchst
eine Glycosylierung mit Thiophenol in Dichlormethan mit Bortrifluorid-Diethylether-
Komplex als Lewis-Sdure durchgefiihrt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
wird das Glucosederivat 56 in einer Ausbeute von 62 % erhalten (Schema 3-24).

OAc
OAc SH BF3*OEt, DCM Ao /éé/
N .
NHAloc 62% NHAloc
34 146

Schema 3-24: Thioglycosylierung des N-Aloc-geschiitzten peracetylierten Glucosederivates 34 mit
Thiophenol.

Im Anschluss daran erfolgt zundchst eine Abspaltung der Acetylschutzgruppen unter
Zemplén-Bedingungen mit Natriummethanolat in absolutem Methanol bei Raum-
temperatur. Das dabei quantitativ entstehende Glucosederivat 147 wird ohne weitere
Reinigung mit Anisaldehyddimethylacetal in N,N-Dimethylformamid mit p-Toluol-
sulfonsdure-Monohydrat als Katalysator bei 50 °C und 20 bis 25 mbar zum 4,6-p-
Methoxybenzylidenacetal 148 umgesetzt, das nach sdulenchromatographischer
Reinigung in einer Ausbeute von 51 % tiber zwei Stufen erhalten wird.
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Schema 3-25: Synthese des p-Methoxybenzylidenacetals 148.

Wie auch bei der Synthese des ersten Scaffolds folgt die Blockierung der letzten freien
Hydroxylfunktion in der 3-Position durch die Einfilhrung eines Silylethers. Die
Umsetzung des Bausteins 148 mit Trifluormethansulfonsidure-tert-butyldimethyl-
silylester mit Pyridin als Base zum Silylether 149 gelingt in hoher Ausbeute von 89 %
(Schema 3-26).

0 TBS-OTf 0
HO SPh Dem o TBSO SPh
NHAloc 89,% NHAloc
HsCO H3CO
148 149

Schema 3-26: Einfithrung des tert-Butyldimethylsilylethers.

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Reaktionen verlduft die regioselektive
Acetaloffung mit Natriumcyanoborhydrid und Trimethylsilylchlorid als Lewis-Saure in
Acetonitril in einer hheren Ausbeute (87 %) als bei der Acetal6ffnung im Rahmen der
Synthese des Scaffolds 29. Dies ist vermutlich auf die bessere Loslichkeit und somit
leichtere sdulenchromatographische Reinigung des erhaltenen Bausteins 149
zurilickzufiihren.
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Schema 3-27: Stereoselektive Acetal6ffnung zum Kohlenhydratbaustein 150.

Als letzter Schritt der Synthese folgt die Azideinfithrung in der 6-Position. Unter den in
Kapitel 3.2 optimierten Bedingungen zur Mitsunobu-Reaktion mit Triphenylphosphin,
Diisopropylazodicarboxylat und Nicotinoylazid wird das gewiinschte Azid 145 in einer
Ausbeute von 72 % erhalten.

TPP, DIAD
OH Nicotinoylazid N3
—_—
Mp%%gé&/s% Toluol Mp%%gé&/sph
NHAloc Ra‘;”;t;)mp' NHAloc
150 145

Schema 3-28: Azideinfithrung unter modifizierten Mitsunobu-Bedingungen.

Das Scaffold 145 fiir die kombinatorische Synthese in Ldsung kann durch diese
Synthese in einer Gesamtausbeute von 12 % iiber 10 Stufen dargestellt werden.
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3.7 AUFBAU EINER KLEINEN BIBLIOTHEK DURCH
MODIFIZIERUNG DES SCAFFOLDS IN LOSUNG

3.7.1 UBERPRUFUNG DES SCHUTZGRUPPENKONZEPTES

Wie schon beim festphasengebundenen Kohlenhydrat-Templat wird auch bei diesem
Scaffold zundchst das Schutzgruppenkonzept liberpriift.

N3 N3
MpmO Q 0
pTBSSéS/SPh Mpm%oég/sph

NH, NHAloc

151 152

Pd(0) 1 % TBAHDF
in Acetonitrl

N3
MpmO O
pTBsgég/SPh

NHAloc
145
a?g DCM, 1; EZB(L)l& THF
N NH;
20 2 SPh Mo SPh
NHAloc NHAloc
154 155

Schema 3-29: Uberpriifung des Schutzgruppenkonzepts fiir das Scaffold 145.

Die Ubertragung der Bedingungen fiir die Spaltung der verschiedenen Schutzgruppen
verlduft allerdings nicht wie erwartet. Die ersten Probleme treten beim Versuch der
katalytischen Spaltung der Aloc-Schutzgruppe der 2-Aminofunktion auf. Das bereits bei
den Festphasenreaktion genutzte Katalysator/Nucleophil-System bestehend aus
Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) und p-Toluolsulfinsdure in absolutem,
entgastem Dioxan flihrt nicht zum gewiinschten Produkt. Zuerst tritt laut DC-Kontrolle
anscheinend keine Reaktion ein und nach wenigen Stunden kann nur noch eine
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Zersetzung beobachtet werden. Auch bei einer sdulenchromatographischen Trennung
der einzelnen Produkte konnte keine Fraktion mit der richtigen Masse isoliert werden.

Auch die Verwendung des Tetrakis-(triphenylphosphin)-palladium(0) mit Malonséure-
dimethylester als Nucleophil fiihrt nicht zum gewiinschten Produkt.’” Nachdem keine
Reaktion beobachtet werden kann, wird das Edukt zuriickisoliert. Bei der Verwendung
von Dimedon als Nucleophil kann nach einigen Stunden nur eine Zersetzung des Edukts
beobachtet werden.'*® Auch Reaktionen mit Trimethylsilyldimethylamin (mit oder ohne
Zusatz von Zugabe von Trifluormethansulfonsduretrimethylsilylester (TMS-triflat))
oder N-Trimethylsilylmorpholin in Gegnenwart von TMS-triflat als Nucleophile fiithren

nicht zum gewiinschten Produkt.'*’

Als Katalysator wird auerdem Tris-(dibenzylidenaceton)-dipalladium(0) in Gegenwart
von Triphenylphosphin und Ameisensdure in absolutem, entgastem Tetrahydrofuran
verwendet.'*

Produkts.

Auch dieses Katalysatorsystem fiihrt nicht zur Bildung des gewiinschten

Zur Spaltung des Silylethers in der 3-Position wird zunichst das im Vergleich zum
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid kostengiinstigere Tetrabutylammoniumfluorid
als Fluorid-Quelle genutzt. Statt des Kohlenhydrats mit einer freien Hydroxylgruppe in
der 3-Position entsteht hier als Hauptprodukt das 2,6-Diaminoglucose-Derivat 153, bei
dem sowohl die 3-Hydroxyl- als auch die 2-Aminofunktion deblockiert sind. Dies ist
vermutlich auf die starke Basizitit des Reagenz zuriickzufiihren.

N3 N3
0 TBAF, THF MbmO 0
Mp%%gég/sph T pm HS&S/SPh

NHAloc NH>

145 153

Schema 3-30: Versuch zur Spaltung des Silylethers mit Tetrabutylammoniumfluorid.

Daher wird in einem weiteren Versuch, wie auch schon bei den Festphasensynthesen
eine Losung von Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril eingesetzt.
Dabei stellt sich heraus, dass auch hier bei einer zu hohen Konzentration des Reagenz
oder bei einer zu langen Reaktionszeit das in 2- und 3-Postion deblockierte Derivat als
Nebenprodukt entsteht. Bei einer Umsetzung des vollstidndig blockierten Saccharids 145

37p. Boullanger, G. Decotes, Tetrahedron Lett. 1986, 27, 2599.

8 H. Kunz, C. Unverzagt, Angew. Chem. 1984, 96, 426.

1% A. Merzouk, F. Guibé, Tetrahedron Lett. 1992, 33, 477.

191, Minami, Y. Okashi, I. Shimizu, J. Tsuji, Tetrahedron Lett. 1985, 26, 2449.
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mit einer etwa 1%-igen Losung von Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in
Acetonitril bei einer Reaktionszeit von 4 Stunden entsteht das gewiinschte Derivat 152,
das nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 64 % erhalten
wird.

Die oxidative Spaltung des p-Methoxybenzylethers mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-
benzochinolin in Dichlormethan mit 5 Vol-% Wasser liefert das Glucosederivat 154 in
einer Ausbeute von 69 %.'!

Auch die Reduktion der Azido-Funktion unter Staudinger-Bedingungen mit Tri-n-
butylphosphin in Tetrahydrofuran fiihrt nach wéssriger Aufarbeitung und
anschlieBender sdulenchromatographischen Reinigung in einer Ausbeute von 58 % zum
6-Amino-Derivat 1585.

3.7.2 DERIVATISIERUNG DER VERSCHIEDENEN POSITIONEN

Wie schon zuvor bei der Derivatisierung des Kohlenhydratbausteins an der festen Phase
sollen auch hier die freien Hydroxylgruppen wieder durch Reaktion mit Isocyanaten zu
Carbamaten und mit Carbonsduren zu Estern umgesetzt werden. Die freien
Aminogruppen werden mit Carbonséduren in Sdureamide {iberfiihrt.

Die 3-Hydroxyl-Gruppe kann mit p-Chlorphenylisocyanat in Dioxan in Gegenwart von
4-Dimethylaminopyridin als Katalysator in einer Ausbeute von 40 % in das
entsrpechende Carbamat 156 tiiberfiihrt werden. Im Gegensatz zur Reaktion an der
festen Phase gelingt die Acylierung nach Steglich mit Fmoc-Lys(Boc)-OH als Sdure
unter Aktivierung durch N,N’-Diisopropylcarbodiimid und 4-Dimethylaminopyridin
laut DC-Kontrolle sehr gut. Hier stellt allerdings die Reinigung des Produktes ein
grofles Problem dar. Aufgrund der geringen Ldslichkeit in den géngigen Laufmitteln
kristallisiert das Produkt wihrend der Saulenchromatographie aus. Nach dem
Extrahieren mit Methanol wird zur Reinigung eine préiparative HPLC durchgefiihrt, die
das reine Produkt 157 in einer Ausbeute von 16 % liefert.

41 K. Horita, T. Yoshioka, T. Tanaka, Y. Oikawa, O. Yohemitsu, Tetrahedron 1986, 42, 3021.
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Schema 3-31: Derivatisierung der 3-Hydroxylfunktion.

Das Derivat 153 mit der freien Hydroxylgruppe in der 4-Position kann in einer mafigen
Ausbeute mit p-Chlorphenylisocyanat in Gegenwart von 4-Dimethylaminopyridin in
das Carbamat 158 tiberfiihrt werden.

Cl

N3 p-Cl-Phenylisocyanat
HO o} DMAP, Dioxan o
TBSS&S/SPh N_< N3
NHAloc 26% o o
TBSO SPh

NHAloc

153 158

Schema 3-32: Derivatisierung der 4-Hydroxylfunktion.

Der Kohlenhydratbaustein 155 mit der freien Aminofunktion in der 6-Stellung wird
nach Standardbedingungen mit Fmoc-Lys(Boc)-OH in Gegenwart von TBTU, HOBt
und Hiinigs Base in das entsprechende Amid 159 iberfiihrt.'* Im Gegensatz zu den

2R, F. Paulain, A. L. Tartar, B. P. Déprez, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 1495.
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vorher durchgefiihrten Derivatisierungen der Hydroxyl-Funktionen an der festen Phase
kann hier das Produkt in einer hohen Ausbeute von 93 % isoliert werden.

BocHN/\/\ NHFmoc
NH, Fmoc-Lys(Boc)-OH ““.Sf

o TBTU, HOBt, DIPEA o
Mp%% 5 SPh DMF NH
NHAloc
155 15

9
TBAHDFin \73%
Acetonitril

NHFmoc NH
BocHN/\/\ BocHN 2
\\\--¥ /\/\\”,.¥O

(0]
NH NH
O (0]
Mpmngég/sph MpmOS SPh
NHAloc NHAloc

160 161

Fmoc-Lys(Boc)-OH
TBTU, HOBt, DIPEA 95 %
DMF

FmocHN

OI\/\/NHBOC
BocHN/\/\ NH

NH
0
Mpmﬂg&/sph

NHAloc

162

Schema 3-33: Funktionalisierung der 6-Aminofunktion mit Lysin und Folgereaktionen.

Da von dieser Verbindung iiber 80 mg dargestellt wurden, soll der Silylether 159 im
nichsten Schritt mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril gespalten
werden. Allerdings findet wihrend der Reaktion nicht nur die Spaltung des Silylethers,
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sondern auch eine Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe am Lysin statt, so dass das freie
Amin 161 in einer Ausbeute von 73 % erhalten werden kann. Dieses wird im Anschluss
mit einem weiteren Molekiill Fmoc-Lys(Boc)-OH in 95%-iger Ausbeute zum Dipeptid
162 umgesetzt.

Neben Fmoc-Lys(Boc)-OH wird auch Fmoc-Arg(Pbf)-OH als Saure eingesetzt. Die
Reaktion unter Standardbedingungen liefert das Amid 163 in einer Ausbeute von 63 %.
Wie auch schon bei der Festphasensynthese zu beobachten war, gelingt auch hier die
Einfiihrung der stark basischen Aminosdure Arginin nur schwer.

H
PbfHN N NHFmoc

Fmoc-Arg(Pbf)-OH HN O

Ngz TBTU, HOB, DIPEA NH
MpmO
pmO sPh __ DMF Mpm%&&sph

NHAloc 63 %
NHAloc

155 163

Schema 3-34 Amidbildung mit Fmoc-Arg(Pbf)-OH in der 6-Position.

3.8 BIOLOGISCHE EVALUIERUNG

Alle Zellassays werden im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 579 fiir RNA-
Liganden-Wechselwirkung von einer Technischen Assistentin im Georg Speyer-Haus
(Frankfurt) durchgefiihrt.

Bevor die Substanzen auf ihre biologische Wirkung untersucht werden konnen, muss
zunichst ein Cytotoxizitéits-Test durchgefiihrt werden. Dabei kann iiberpriift werden, ob
die zugegebenen Substanzen fiir die Zellen toxisch sind, oder ob sie keinen oder nur
einen geringen Effekt auf die Vitalitdt der Zellen haben. Im Anschluss daran kann in
einem Hemmversuch die anitvirale Aktivitit der Substanz gegen HIV-1 getestet
werden.

3.8.1 DAS TESTSYSTEM

3.8.1.1 DER CYTOTOXIZITATSTEST

Hier wird ein Test-Kit der Firma Cambrex, East Rutherford (USA) verwendet, bei dem
man sich die Anwesenheit des Adenosintriphosphats (ATP) in vitalen Zellen zunutze
macht. Jede Beeinflussung oder Zerstorung der Zelle hat eine Abnahme des ATP-
Gehalts zur Folge.
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Diese ATP-Mengen werden mit Hilfe einer Biolumineszenz-Messung bestimmt. Dabei
bewirkt das Enzym Luciferase die ATP-abhingige Decarboxylierung von Luciferin zu
Oxyluciferin unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenldnge von 565 nm. Die
fiir eine katalytische Reaktion der Luciferase benétigte Substanz, das Luciferin, ist im
AMR-Plus-Reagenz des Test-Kits enthalten

Das ATP wird durch eine Zell-Lyse mit dem Lysis-Reagenz des Test-Kits gewonnen.
Die Lichtemission kann nun mit Hilfe eines Luminometers gemessen werden. Je hoher
die Werte der Luciferase-Aktivitit liegen, das heisst, je stiarker die Lichtemission ist, um
so mehr ATP liegt vor. Ist der Wert dagegen niedriger, wurden die Zellen durch die
zugegebenen Substanzen geschidigt.

Fiir den Test werden HelLa P4-Zellen verwendet, da diese auch spéter fiir den
Hemmversuch benutzt werden. Die Zellen werden zunéchst mit einer Dichte von
1.5 x 10" Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte verteilt und iiber Nacht im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wird das Medium von den Zellen abgezogen
und die Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen (Substanz und Medium) auf
die Zelle gegeben. Es werden meist 7 verschiedene Konzentrationen eingestellt: 0 uM,
10 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 500 uM und 1 mM. Die Zellen werden anschlieSend
ein bis zwei Tage im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Danach wird das Medium (z.T. mit Substanz) abgezogen, und die Zellen werden
dreimal vorsichtig mit Medium gewaschen. Fiir die Lyse der Zellen werden 50 pl Zell-
Lyse-Reagenz pro Well auf die Zellen gegeben und es wird 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Zur abschlieBenden enzymatischen Reaktion werden 100 pl AMR-Plus-Reagenz pro
Well hinzugegeben und zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
daran erfolgt die Messung der Luciferase-Aktivitdt am Luminometer.

Bei der Auswertung gilt eine Substanz, bei der die Luciferase-Aktivitdt unter 65 %
sinkt, als leicht toxisch. Sinkt die Aktivitdt unter 50 %, gilt die Substanz als toxisch.

3.8.1.2 DER HEMMVERSUCH

Um die antivirale Aktivitdt der Substanzen gegen HIV-1 zu bestimmen, werden Zellen
mit HIV-1 infiziert und mit Ldsungen verschiedener Konzentrationen der Substanz
versetzt. Der Umfang der Virus-Produktion kann dann durch den Vergleich mit der
Kontrolle erhalten werden, bei der keine potentiell hemmende Substanz zugegeben
wurde. Wieder wird die humane Zell-Linie HeLa P4 verwendet. Dabei handelt es sich
um HelLa-Zellen, die mit den HIV-1-Rezeptoren CD4 und CCRS5 transfiziert sind und
ein B-Galactosidase-Gen enthalten, welches durch einen HIV-1-LTR Promotor
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kontrolliert wird. Sie exprimieren die relevanten HIV-1-Rezeptoren CD4, CCRS und
CXCRA. Firr die Infektion wird der Virenstamm HIV-11, verwendet.

// TAT \

GAG WIF e NEF
[ ; f:.':.‘:u?ﬁ%h%.:'—
LTR
POL VPR, ENV
Tat

2
TAR 57 B-gal
[ ]

o /

Abb. 3-11: Wirkungsweise des funktionellen in vivo Tests fiir Tat/TAR-Inhibitoren (auf Basis von HeLa
P4 /CD4/CCR5/CXCR4 Zellen).

Wie auch fiir den Zelltoxizitits-Test werden zunéchst die Zellen mit einer Dichte von
1.5x 10* Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte ausplattiert und iiber Nacht im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am ndchsten Tag werden die Zellen mit insgesamt
100 pl einer Losung des HIV-1y4-Virenstamms und der Testsubstanz versetzt und zwei
Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dabei wird immer die gleiche Konzentration
des Virenstamms aber unterschiedliche Konzentrationen der Substanz (50 uM, 100 uM,
200 uM, 500 uM und 1 mM) verwendet. Nach zwei Tagen wird die Losung entfernt,
und die Zellen werden vorsichtig mit PBS (Phosphatpuffer-Lésung) gewaschen und
anschlieend lysiert. Dann wird eine Reaktionspuffer-Losung zugegeben und eine
Stunde inkubiert. Diese Losung enthilt Galacton®, ein Chemilumineszenz-Substrat-
Konzentrat der Firma Applied Biosystems, Foster City (USA), fiir E.coli
B-Galactosidase-Tests, das fiir die Detektion von Femtogramm- bis Nanogramm-
Mengen des [-Galactosidase-Reporter-Enzyms genutzt werden kann. Nach der
Inkubation wird eine Amplifier-Losung zugegeben, um ein Lumineszenz-Signal zu
generieren, das nach zwei Minuten mit einem Luminometer quantifiziert werden kann.
Die Amplifier-Losung enthilt Emerald®, einen Lumineszenz-Verstirker der Firma
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Applied Biosystems, Foster City (USA), der fiir Chemilumineszenz-Substrate wie zum
Beispiel Galacton® verwendet werden kann.

Die Versuche werden jeweils dreimal durchgefiihrt. Zur Berechnung der Ergebnisse

werden die Mittelwerte verwendet.

Abb. 3-12: Infektion von Hela P4/CD4/CCR5/CXCR4 Zellen mit HIV-1, ;.

Abb. 3-13: Inhibierung der Infektion von HeLLa P4/CD4/CCR5/CXCR4 Zellen durch HIV-1y,; mit Tat-10
(Sequenz aus dem Tat-Protein).

Wie in den Abb. 3-12 und Abb. 3-13 zu sehen ist, sind die infizierten Zellen blau
gefarbt.
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3.8.2 ERGEBNISSE

Bis jetzt konnte nur ein Teil der insgesamt iiber hundert Substanzen getestet werden.
Von jeder Substanzgruppe wurden aber einige Verbindungen getestet.

3.8.2.1 DERIVATE MIT 0-AMINOSAUREAMIDEN IN DER 2-POSITION
Zunidchst wird ein Teil der Substanzen mit o-Aminosdureamiden in der 2-Position
untersucht, deren Darstellung in Kapitel 3.5.1 beschrieben wurde.

]
HO O

R3 S NH,
NHR?2 V\[r

o

Tabelle 3-14: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests und der Hemmversuche fiir
dieVerbindungen 64, 64, 65, 65°, 66, 66°, 72, 73,74, 74°, 77, 78 und 78 (Derivate mit
Amiden in der 2--Position). Toxizitdt und Hemmung: -: keine Wirkung; (+): schwache
Wirkung; +: starke Wirkung.

R’ R’ Toxizitdt | Hemmung
64 Fmoc-Val O-TBS + +
64’ | Fmoc-Val OH - -
65 Fmoc-Leu O-TBS + -
65’ | Fmoc-Leu OH (+) -
66 Fmoc-Thr O-TBS + -
66’ | Fmoc-Thr OH - -
72 Fmoc-Asn O-TBS + -
73 Fmoc-GlIn O-TBS + -
74 Fmoc-Phe O-TBS + +
74’ | Fmoc-Phe OH - -
77 Fmoc-His O-TBS + -
78 Fmoc-Trp O-TBS + +
78 | Fmoc-Trp OH - -

In dem zuerst durchgefiihrten Toxizitdtstest zeigt sich, dass ein Teil der Substanzen
toxisch ist. Wie in Tabelle 3-14und Abb. 3-14 schen ist, sind die Substanzen 64°, 66°,
74’ und 78’ nicht toxisch. Das Derivat 65 zeigt nur bei einer Konzentration der
Substanzlosung von 1mM eine leichte Toxizitédt. Die Substrate 72, 74, 77 und 78 zeigen
schon bei der Zugabe einer 500 umolaren Losung Toxizitdt. Die Verbindung 73, die in
der 2-Position mit Fmoc-Gln derivatisiert ist, hat die grofite Zelltoxizitit dieser Sub-
bibliothek. Schon bei einer Konzentration von 100 uM fillt die Lumineszenz unter
50 %.
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Abb. 3-14: Zelltoxizitdts-Test fiir die Derivate 64, 65, 65°, 66, 72, 73, 74, 77 und 78 (Derivate mit

Amiden in der 2-Position, die eine Toxizitét zeigen).

Bei den darauf folgenden Hemmversuchen konnen bei drei Substanzen hemmende
Eigenschaften nachgewiesen werden. Fiir diese Verbindungen (64, 74, 78) sind die
Ergebnisse des Hemm-Assays in Abb. 3-15 gezeigt. Das Derivat 64, das in der
2-Position mit Fmoc-Valin funktionalisiert wurde, hemmt schwach ab einer
Konzentration von 200 uM, die Derivate 74 (Fmoc-Phenylalanin in 2) und 78 (Fmoc-
Tryptophan in 2) zeigen bei dieser Konzentration schon eine deutlich stirkere
Hemmung.
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Abb. 3-15: Ergebnisse fiir die Hemmversuche von den Substanzen 64, 74 und 78.

Ein Problem stellt allerdings die Toxizitdt dieser Verbindungen dar. Um zu iiberpriifen,
ob es einen Konzentrationsbereich gibt, in dem die Substanz noch nicht toxisch ist, aber
schon die Tat/TAR-Wechselwirkung hemmt, werden zusédtzliche Zelltoxizitéts-Test-
reihen mit einer weiteren Konzentration der Substratlosung von 150 uM (fiir 74) bzw.
300 uM (fiir 64 und 78) durchgefiihrt. AuBBerdem wird fiir die Verbindungen 64 und 78
auch der Hemmversuch wiederholt, wobei auch hier die Konzentrationsreihe durch eine
Probe mit 300 uM erginzt wird.
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Abb. 3-16: Vergleich der Toxizitit und Aktivitit der Verbindung 64 (Derivat mit Fmoc-Valin in der

2-Position).

Wie in Abb. 3-16 zu sehen ist, gibt es fiir das mit Fmoc-Valin in der 2-Position
funktionlisierte Derivat 64 praktisch keinem Bereich, in dem schon eine deutliche
Hemmung aber noch keine Toxizitdt zu beobachten ist.
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Abb. 3-17: Vergleich der Toxizitit und Aktivitit der Verbindung 74 (Derivat mit Fmoc-Phenylalanin).
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Abb. 3-18: Vergleich der Toxizitit und Aktivitdt der Verbindung 78 (Derivat mit Fmoc-Tryptophan).

Bei den zusidtzlichen Assays fiir die Verbindung 74, die in der 2-Position mit Fmoc-
Phenylalanin substituiert ist, kann dagegen gezeigt werden, dass bei einer Konzentration
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von 150 uM der Substanz eine Hemmung erreicht werden kann, ohne dass dabei eine
Zelltoxitédt zu beobachten ist (Abb. 3-17).

Wie auch schon zuvor beim Derivat 64 zeigen die weiteren Untersuchungen der
Verbindung 78, die mit Fmoc-Trypthophan derivatisiert wurde, dass nur ein kleiner
Konzentrationsbereich existiert, in dem die Substanz eine hemmende aber keine
toxische Wirkung zeigt. Bei einer Konzentration von 300 uM hat die Substanz eine
stark hemmende aber einer nur schwach toxische Wirkung.

3.8.2.2 DERIVATE MIT AROMATISCHEN CARBAMATEN ODER CARBONSAUREESTERN
IN DER 3-POSTION

Acht der in Kapitel 3.5.2.1 beschriebenen aromatischen Carbamate und zwei der in
Kapitel 3.5.2.2 beschriebenen Carbonséureester werden ebenfalls auf ihre Toxizitdt und
hemmende Wirkung untersucht.

N3
HO Q

R S NH2
NHAIOC\/\H/
@)

Tabelle 3-15: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests und der Hemmversuche fiir die
Verbindungen 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 91, 92 und 94 (Derivate mit Carbamaten (83-91)
bzw. Estern (92, 94) in der 3-Position). Toxizitdt und Hemmung: -: keine Wirkung;

(+): schwache Wirkung; +: starke Wirkung.

R Toxizitét Hemmung

83 4-Chlorphenylcarbamoyl - -

84 | 3,4-Dichlorphenylcarbamoyl - +

85 3-Fluorphenylcarbamoyl - -

86 4-Fluorphenylcarbamoyl - -

87 | 4-Methylmercaptocarbamyol - -

88 | 4-Ethoxycarbonylcarbamoyl - -

89 4-Ethoxycarbamoyl - +
91 | 4-iso-Propylphenylcarbamoyl - -
92 Phenylacetyl - -
94 Fmoc-Gly - +

Wie in Tabelle 3-15 zu sehen ist, zeigt keine der 10 Substanzen eine Zelltoxizitit.
Allerdings ist auch der hemmende Effekt auf die Tat/TAR-Wechselwirkung nur sehr
gering. Nur bei den Verbindungen 84, 89 und 94 kann eine leichte Hemmung ab einer
Substrat-Konzentration von 500 uM beobachtet werden, wobei nur beim Derivat 94,



3 ALLGEMEINER TEIL 100

einem Fmoc-Glycylester bei der Zugabe einer 1 mM Substratlosung eine fast
vollstindige Hemmung eintritt (Abb. 3-19).
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Abb. 3-19: Ergebnisse des Hemmversuchs fiir die Derivate 84, 89 und 94 (Derivate mit Carbamaten
(84, 89) bzw. einem Ester (94) in der 3-Position).

3.8.2.3 DERIVATE MIT AROMATISCHEN CARBAMATEN ODER 0-AMINOSAUREESTERN
IN DER 4-POSTION

Bei den Zellassays fiir 12 der in Kapitel 3.5.3 beschriebenen Carbamate und einem
Carbonséureester kann bei einem Teil der Substanzen eine Zelltoxizitdt festgestellt
werden, wie in Tabelle 3-16 und Abb. 3-20 gezeigt ist.
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N3
R? 0

R3 s NH,
NHAIOCV\H/
o

Tabelle 3-16: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests und der Hemmversuche fiir die
Verbindungen 100, 101, 102, 103, 104, 106, 106, 107, 107°, 108, 109, 110 und 111
(Derivate mit Carbamaten (100-110) bzw. einem Ester (111) in der 4-Position). Toxizitét
und Hemmung: -: keine Wirkung; (+): schwache Wirkung; +: starke Wirkung.

R’ R* Toxizitdt | Hemmung
100 | O-TBS 4-Cyanophenylcarbamoyl - -

101 | O-TBS 4-Chlorphenylcarbamoyl - -

102 | O-TBS | 3.,4-Dichlorphenylcarbamoyl - +

103 | O-TBS 3-Fluorphenylcarbamoyl +
104 | O-TBS 4-Fluorphenylcarbamoyl
106 | O-TBS | 4-Methylmercaptocarbamyol
106>°| OH 4-Methylmercaptocarbamyol
107 | O-TBS | 4-Ethoxycarbonylcarbamoyl
107 OH 4-Ethoxycarbonylcarbamoyl
108 | O-TBS 4-Ethoxycarbamoyl

109 | O-TBS 3-Acetylphenylcarbamoyl
110 | O-TBS | 4-iso-Propylphenylcarbamoyl
111 | O-TBS Fmoc-Gly

A+ ]+

Die Derivate 100, 101, 102, 103 und 104 zeigen keine Toxizitdt. Bei den Substanzen
106, 108 und 110 ist schon bei einer Substratkonzentration von 200 uM eine starke
Toxizitdt zu beobachten, wihrend bei den Derivaten 109 und 111 erst bei 500 uM und
bei dem Carbamat 106’ erst bei 1 mM eine deutliche Toxizitit zu sehen ist.
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Abb. 3-20: Ergebnisse der Zelltoxizitats-Tests fiir die Substanzen 106, 106°, 107, 108, 109, 110 und 111
(Derivate mit Carbamaten (106-110) bzw. mit einem Ester (111) in der 4-Position, die eine Toxizitét

aufweisen).
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Abb. 3-21: Ergebnisse der Hemmversuche fiir die Substanzen 102, 103 und 111.
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Wie auch schon zuvor bei den Derivaten mit Carbamaten und Estern in der 3-Position
zeigen auch hier nur wenige Verbindungen eine Hemmung der Tat/TAR-
Wechselwirkung, die zudem noch sehr schwach ist. Beim Fmoc-Glycyl-Ester 111 kann
bei einer Konzentration von 200 uM eine leichte Hemmung beobachtet werden,
wihrend bei den beiden aromatischen Carbamtaten 102 (3,4-Dichlorphenylcarbamat)
und 103 (3-Fluorphenylcarbamat) eine leichte Hemmung erst bei der Zugabe einer
1 mM Losung beobachtet werden kann.

3.8.2.4 DERIVATE MIT CARBONSAUREAMIDEN IN DER 6-POSITION
Auch von den in Kapitel 3.5.5 beschriebenen Carbonsdureamiden wurden 8 Derivate
auf ihre biologische Aktivitit getestet (Tabelle 3-17).

Dabei zeigt sich, dass alle untersuchten a-Aminosédurederivate zelltoxisch sind, wie in
Abb. 3-22 zu sehen ist. Bei der einzigen nicht toxischen Substanz dieser Gruppe handelt
es sich um das Phenylacetylderivat.

Bei keiner der hier untersuchten Substanzen kann eine hemmende Wirkung auf das
Testsystem beobachtet werden.

NHR®
HO 0

H
R3 S\/\H/N\
NHAloc
O

Tabelle 3-17: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitdts-Tests und der Hemmversuche fiir die
Verbindungen 120, 125, 129, 132, 135, 135°, 136 und 137 (Derivate mit Amiden in der
6-Position). Toxizitdt und Hemmung: -: keine Wirkung; (+): schwache Wirkung; +: starke

Wirkung.
R3 R6 Toxizitét Hemmung
120 O-TBS Phenylacetyl - -
125 O-TBS Fmoc-Leucyl + -
129 O-TBS Fmoc-Arg + -
132 O-TBS Fmoc-Asn + -
135 O-TBS Fmoc-Pro + -
138° OH Fmoc-Pro + -
136 O-TBS Fmoc-Trp + -
137 O-TBS Fmoc-His + -
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Abb. 3-22: Ergebnisse der Zelltoxizitits-Tests fiir die Substanzen 125, 129, 132, 135, 135, 136 und 137

(Derivate mit Amiden in der 6-Position, die eine Toxizitdt aufweisen).

3.8.2.5 DERIVATE MIT THIOPHENOL IN DER ANOMEREN POSITION

Bei den Zelltoxizitits-Tests und den Hemmversuchen zu den Substanzen 144, 152, 153
und 155, die in Losung synthetisiert wurden (Kapitel 3.7.1), kann leider nur eine
Zelltoxizitit fiir alle vier getesteten Verbindungen festgestellt werden, aber es wird
keine Hemmung beobachtet, wie in Tabelle 3-18 und Abb. 3-23 zu sehen ist.
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Tabelle 3-18: Zusammenfassung der Ergebnisse des Zelltoxizitits-Tests und der Hemmversuche fiir die
Verbindungen 144, 152 und 155. Toxizitit und Hemmung: -: keine Wirkung; (+): schwache
Wirkung; +: starke Wirkung.

Toxizitét Hemmung

OH
MpmO Q -
144 pﬂ’gsgég/sph +

o
152 MpmO' J SPh + -

(@]
153 MpmO-— sPh + :

NH,
MpmO Q -
155 p%sgapsph +
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Abb. 3-23: Ergebnisse der Zelltoxizitits-Tests fiir die Substanzen 144, 152, 153 und 155 (in Losung

synthetisierte Derivate).
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Die Derivate 154, 156, 157, 158, 159, 161, 162 und 163, welche in den
unterschiedlichen Positionen funktionalisiert wurden, konnten bisher noch nicht
biologisch gepriift werden.

Vergleicht man die Ergebnisse, kommt man zu dem Schluss, dass die Derivate 74 und
78 mit einer hemmenden Wirkung im Bereich von 150uM bzw. 300 uM die
erfolgversprechensten Kandidaten fiir eine Weiterentwicklung eines Hemmstoffs fiir die
Tat/TAR-Wechselwirkung sind, auch wenn das Fenster, in dem noch keine Toxizitdt zu
beobachten ist, recht klein ist. Im Vergleich mit Neomycin B, dessen ICsy schon bei
0.92 uM liegt, ist jedoch ist auch diese Konzentration noch deutlich hdher.



4 ZUSAMMENFASSUNG

RNA-Strukturen sind mittlerweile wichtige Targets fiir den gezielten Eingriff in
pathogene Vorgédnge. Daher wichst seit einigen Jahren das Interesse an RNA-Liganden
fiir die Wirkstoffentwicklung. Um einen tieferen Einblick in die Interaktionen zwischen
natiirlichen oder synthetischen Liganden und der RNA-Struktur zu erhalten, werden
unterschiedliche Ansédtze verfolgt. Eine mogliche Vorgehensweise ist die
kombinatorische Synthese von potentiellen Liganden und eine darauf folgende
Evaluierung hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften.

Die vorliegende Arbeit hatte die Anwendung des auf Neomycin B (16) basierenden
Diaminoglucose-Scaffolds 29 zur kombinatorischen Festphasensynthese von
potentiellen HIV-1-TAR-RNA-Liganden zum Ziel.

2 N3
gm/Nm+ MpmO o
OH == TBSO SV\)J\OH

NHAloc
NHs*
O OH
LTRYANS OH
OH
16 29

Schema 4-1: Neomycin B (16) als Basis eines Diaminoglucose-Scaffolds 29 fiir die kombinatorische
Festphasensynthese.

Das Augenmerk lag dabei auf der Entwicklung sowie der Optimierung der Synthese des
Bausteins 29. Der hohe Anspruch dieser Synthese liegt in der kombinierten Einflihrung
sowohl von Aminofunktionalititen als auch von fiinf unterschiedlich labilen
Schutzgruppen. Die differenziert geschiitzte Zielstruktur kann in 11 Stufen in einer
Gesamtausbeute von 28 % dargestellt werden.
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OH a-d OAG OAc
Q — ° AcO
HO AcO O —_— ACO s OCH,
HO AcO OAC ogy >
HCl*HzN 56 % NHAloc % NHAloc
OH tiber 4 Stufen o)
30 34 36

f,g 98 %
Uber 2 Stufen

OH h.i 0 °
- o
Mpmo/&/ H&/S OCHs
s OCH
TBSO e Gk g ¢
NHAloc 65% o
o)

Uiber 2 Stufen

40 38

jk 68 %
Uber 2 Stufen

N3
Mpmoé@u
TBSO S OH
C\/\n/
o)

NHAlo

29

Schema 4-2: Synthese des 2,6-Diaminoglucose-Scaffolds 29: (a): Anisaldehyd, NaOH; (b): Ac,0,
Pyridin; (c): 5.5 N HCl in Aceton; (d): AlocCl, NaHCOs; (e): 3-Mercaptopropionséure-
methylester, BF;*OEt,; (f): NaOMe in MeOH; (g): Anisaldehyddimethylacetal, p-TsOH;
(h): TBS-OTf, NEt;; (i): NaCNBH;, TMSCI; (j): NCA, TPP, DIAD ; (k): LiOH.

Die nach der Anbindung an den polymeren Triger durchgefiihrte Untersuchung der
Schutzgruppen auf orthogonale Stabilitdt und selektive Abspaltbarkeit zeigt, dass sich
alle Schutzgruppen selektiv aus dem Kohlenhydrat abspalten lassen, wobei zum Teil
auch eine Modifikation des Tragerharzes notig war.

Die Spaltung der Allyloxycarbonylschutzgruppe erfolgte katalytisch mit Palladium(0).
Der tert-Butyldimethylsilylether in der 2-Position kann durch Zusatz von Tetrabutyl-
ammoniumhydrogendifluorid als Fluoridquelle selektiv gespalten werden. Der
p-Methoxybenzylether ist oxidativ mit DDQ spaltbar, wahrend das Azid in der
6-Position durch eine  Staudinger-Reduktion in die fliir die weiteren
Funktionalisierungen bendtigte Aminogruppe lberfiihrt werden kann.
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Schema 4-3: Uberpriifung des Schutzgruppenkonzepts.

Nachdem die Orthogonalitit der Schutzgruppen nachgewiesen wurde, konnte ein
weiterer Schwerpunkt der Arbeit, die kombinatorische Festphasensynthese von
potentiellen RNA-Liganden, in Angriff genommen werden. Dazu wurde jeweils zuerst
die zu funktionalisierende Position deblockiert und anschlieBend eine Seitenkette an
dieser Position eingefiihrt. An der 2- und der 6-Position wurden jeweils nach der
selektiven Spaltung der Schutzgruppe Amide iiber die Kupplung von verschiedenen
Carbonséuren eingefiihrt. An 3- und 4-Position wurden nach der selektiven Freisetzung
der Hydroxylfunktionen entweder durch eine Reaktion mit Isocyanaten Carbamate bzw.
durch eine Kupplungsreaktion nach Steglich Carbonsiureester gebildet.
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Schema 4-4: Synthesen am polymeren Tréger.

FmocHN
N3
Mme

o H
S N
OQ( NHAlocv\[or O

N3
Mme

o) H
s N
0:( NHAIocw([)]/ \O

NHAlo

N3
H
TBSO V\H/N
: S
(0]

R,
;Z/NHFmoc
N3
™% o) H
TBSO SWN
NHAloc \O
(0]
OYR

NH
Mpmo&& N
TBSO S N
Y Q
o}

NHAlo

Neben der Synthese von Aminozuckern mit nur einer a-Aminosdure als Seitenkette

wurden durch Kupplung weiterer Aminosduren analog auch Di- und Tripeptide am

Kohlenhydrat-Scafffold erzeugt.

Eine Mehrfachfunktionalisierung in verschiedenen Positionen gelang leider nicht.

Nach der Derivatisierung der Kohlenhydrate erfolgte die Abspaltung der Substanzen

von der festen Phase mit einer 50%-igen Losung von Trifluoressigsdure in

Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger-Harz. Dabei werden neben

dem séurelabilen Rink-Anker auch der p-Methoxybenzylether und die Seitenketten-

schutzgruppen der Aminosduren gespalten.
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Schema 4-5: Abspaltung der Substanzen vom Tréagerharz.

Alternativ konnte auch eine glycosylierende Abspaltung des Saccharids vom polymeren
Trager durchgefiihrt werden. Dabei ist allerdings zu beachten, dass die
Allyloxycarbonylschutzgruppe vorher entfernt werden muss, weil die Aktivierung des
Thioglycosids mit weichen Elektrophilen erfolgt, welche auch die Allylgruppe
angreifen konnen

N3 N3
1) NBS, DTBP, DCM
MpmO 0 5 H - MpmO 0 OR'
TBS0 W 2) ROH, EUNGT, TBS0
(0]

NH Cyclohexen, NH
R DCM R
(0] (0]

Schema 4-6: Glycosylierende Abspaltung der Kohlenhydratderivate vom Polymer.

Neben der Festphasensynthese wurden Derivatisierungen an dem fiir die kombina-
torische Synthese in Losung entwickelten Diaminoglucose Scaffold 145 durchgefiihrt.
Die Synthese dieses Templats erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die des Scaffolds
29 fiir die Festphasensynthese. Das Kohlenhydrat 145 kann in 10 Stufen in einer
Gesamtausbeute von 12 % gewonnen werden.

N3

M%}%ﬁs@
NHAloc
145

Abb. 4-2: 2,6-Diaminoglucose-Scaffold fiir die kombinatorische Synthese in Losung

Leider stellt sich heraus, dass das fiir die Festphasensynthese erprobte
Schutzgruppenmuster nicht direkt auf die Synthese in Losung iibertragen werden kann.
So war die Abspaltung der Allyloxycarbonylgruppe in Losung nicht mdglich. Die
Derivatisierung der restlichen Funktionalititen gelang dagegen in hohen Ausbeuten,
wobei die Produkte mit hohen Reinheiten erhalten wurden.

Mit Hilfe der beschriebenen Methoden wurde eine Bibliothek von mehr als 100
potentiellen RNA-Liganden synthetisiert. Ein Teil dieser Substanzen wurde
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anschlieBend in Zelltests auf ihre Zelltoxizitidt und auf ihre Féhigkeit, die Tat/TAR-
Wechselwirkung zu inhibieren gepriift. Hierbei zeigte sich, dass neun Verbindungen in
der Lage sind, diese Wechselwirkung zu hemmen.
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TBSO NH, NH, NH;
NH, ~Yr o o) o o)

o o NHFmoc NHFmoc
NHFmoc —
HN
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Toxizitit ab 300 uM Toxizitit ab 200 uM Toxizitdt ab 500 pM
N3
N HO 0

HO (0] @] S NHZ
o S NH, o N3
NHAI
o e T p o2
(0]

0 S NH,
NH OT NHAIoﬂ
Kx 5 o]
Q o FmocHN
cl )

Cl

84 89 94
leichte Hemmung ab 500 uM
leichte Hemmung ab 1 mM leichte Hemmung ab 1 mM
Hemmung ab 1 mM
keine Toxizitét keine Toxizitét

keine Toxizitét

E

FmocHN\/« N3
N
@ N3 3 T80
TBSO NHAIoc
TBSO
o

NHAIoc
NHAIoc

102 103 111
leichte Hemmung ab 500 pM leichte Hemmung ab 500 pM leichte Hemmung ab 200 pM

keine Toxizitdt keine Toxizitdt Toxizitdt ab 500 pM

Abb. 4-3: Bioaktive Verbindungen.
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Die Verbindungen 74 ist das interessanteste Derivat, da sie schon bei einer
verhdltnismiaBig niedrigen Konzentration die Tat/TAR-Wechselwirkung hemmen kann.
Allerdings ist der Konzentrations-Bereich, in dem die Substanz hemmend aber noch
nicht toxisch wirkt, recht eng.
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5.1 ALLGEMEINES UND MESSGERATE

Soweit nicht anders verzeichnet, werden alle Reaktionen bei Raumtemperatur und unter
Riihren durchgefiihrt. Alle mit ,,i. Vak.” oder ,,i. Hochvak.* bezeichneten Destillationen
werden — sofern nicht anders vermerkt - bei 40 °C bewerkstelligt.

Die bei den Summenformeln angegebenen Molmassen beziehen sich auf die natiirliche
Isotopenverteilung, die Molmassen bei den Massenspektren dagegen auf die Massen der
reinen Isotope 'H, '*C, F, *K, *Na, 0, **S und *°Cl.

Diinnschichtchromatographie:

Fir die diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle werden mit Kieselgel
60 Fas4 beschichtete Aluminiumfertigplatten der Firma Merck, Darmstadt (Deutschland)
verwendet. Die Detektion erfolgt durch UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm
und mittels folgender Anféarbereagenzien:

Methoxyphenol-Reagenz (Mischung aus 1 M Schwefelséure in Ethanol und 0.2%-iger
ethanolischer 3-Methoxyphenol-Losung im Volumenverhéltnis 1:1);

Seebach-Reagenz (Losung aus 1.0g Cer(IV)-sulfat-Tetrahydrat und 2.5¢g
Molybdatophosphorsiure in 94 ml Wasser und 6 ml Schwefelsiure);

Ninhydrin-Reagenz (1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 ml Essigsdure und 15 ml
Methanol).

Flashchromatographie:

Als Sédulenmaterial fiir die Flashchromatographie wird Kieselgel mit einer Korngrosse
von 0.032-1.063 mm der Firma MP Biomedicals, Irvine (USA; in Deutschland:
Eschwege) verwendet. Die Menge an Kieselgel sowie die verwendeten
Losungsmittelgemische sind bei den einzelnen Verbindungen angegeben. Die
Zusammensetzung der Losungsmittelgemische sind stets in Volumenverhiltnissen
angegeben.
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Schmelzpunkte:

Schmelzpunkte werden mit einer Schmelzpunktapparatur nach Dr. Tottoli der Firma
Biichi, Flawil (Schweiz) bestimmt und sind nicht korrigiert.

Losungsmittel:

Soweit nicht gesondert vermerkt, werden Losungsmittel der Qualitit pro analysi
verwendet. Absolutes N, N-Dimethylformamid wird in Septenflaschen {iber
Molekularsieb von der Firma Fluka, Buchs (Schweiz) bezogen. Absolutes Acetonitril
und Dichlormethan werden durch Destillation iiber Calciumhydrid, absolutes
Tetrahydrofuran ~ und  absoluter ~ Diethylether  durch  Destillation  {iber
Natrium/Benzophenon und absolutes Methanol durch Destillation {iber Magnesium

erhalten.'*

Drehwerte:

Spezifische Drehwerte werden mit einem Polarimeter 241 der Firma PerkinElmer,
Wellesley (SA) bei den Wellenlingen 578 nm und 546 nm (Quecksilberdampflampe)
mit einer 1 dm langen Polarimaterzelle gemessen und auf die Natrium-D-Linie
(A=589nm) umgerechnet. Das verwendete Losungsmittel, die Konzentration
(g / 100 ml) und die Messtemperatur sind bei den jeweiligen Drehwerten angegeben, die
Einheit des spezifischen Drehwertes (deg - ml / g - dm) dagegen nicht.

Elementaranalysen:

Elementaranalysen werden im Mikroanalytischen Labor des Institutes fiir Organische
Chemie der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz durchgefiihrt.

NMR-Spektroskopie:

Die NMR-Spektren werden an folgenden Geriten der Firma Bruker, Billerica (USA, in
Deutschland: Ettlingen) aufgenommen:

Bruker AC-200: 200 MHz-"H-NMR und 30.3 MHz-">C-NMR
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

" D. D. Perrin, W. L. F. Amarego, Purification of Laboratory Chemicals, 3rd ed., Pergamon Press,
Oxford, 1988.
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Bruker AVX-400: 400 MHz-"H-NMR und 100.6 MHz-">C-NMR
Bruker DRX-400: 400 MHz-'"H-NMR (HRMAS)
Bruker DRX-700: 700 MHz-'"H-NMR (HRMAS)

Die durchgefiihrten NMR-Experimente sowie die verwendeten Losungsmittel sind bei
den einzelnen Verbindungen verzeichnet. Zur Kennzeichnung der Multiplizitidt werden
folgende Abkiirzungen genutzt: s, Singulett; d, Dublett; dd, Dublett vom Dublett; t,
Triplett; q, Quartett; m, Multiplett; m,, zentriertes Multiplett. Die angegebenen Werte
fiir die chemische Verschiebung beziehen sich auf das Signal des deuterierten
Losungsmittels bei relativer Kalibrierung zu Tetramethylsilan als Standard (8 = 0 ppm).

Die Benennung der Aminosiure-Bausteine sowie die Nummerierung der 'H- und '3C-
Signale folgen der [UPAC-Empfehlung von 1983."**

Massenspektrometrie:

FD-Massenspektren werden mit einem Finnigan-MAT-95-Spektrometer der Firma
ThermoFElectron, Boston (USA) gemessen.

ESI-Massenspektren werden auf folgenden Gerdten aufgenommen:

- Navigator Instrument der Firma ThermoQuest, Boston (USA) bei Verwendung
von Acetonitril oder Acetonitril-Wasser-Gemischen als Ldsungsmittel, einer
Probenkonzentration von 0.1 mg/ml, einer Flussrate von 0.75 ml/min, einer
Cone Voltage von 70 V (oder 40 V) und einem N,-Strom von 300 I/h.

- Micromass-Q-TOF-Ultima-3-Spektrometer der Firma Waters, Milford (USA)
bei Verwendung von Acetonitril oder Acetonitril-Wasser-Gemischen als
Losungsmittel, einer Probenkonzentration von 0.1 mg/ml, einer Flussrate von
5 pl/min und einer Cone Voltage von 30-80 V.

Analvtische und priparative RP-HPLC:

Fir die analytische RP-HPLC kommt eine MaxiStar-K1000-Gradientenpumpe, ein
Vierkanal-Entgaser, eine analytische Mischkammer , sowie ein Diodenarraydetektor
DAD2062 der Firma Knauer, Berlin (Deutschland) zum Einsatz.

Semi-priparative RP-HPLC-Trennungen werden unter Verwendung zweier MiniStar-
K500-Gradientenpumpen in Verbindung mit einer préparativen Mischkammer sowie

'* International Union of Pure and Applied Chemistry and International Union of Biochemistry, Pure
Appl. Chem. 1994, 56, 595-624.
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einem variablen Wellenldngendetektor der Firma Knauer, Berlin (Deutschland)
durchgefiihrt.

Die Flussraten fiir analytische RP-HPLC-Trennungen betragen 1 ml/min, fiir die semi-
praparative RP-HPLC-Trennung 10 ml/min und fiir die priparative RP-HPLC-
Trennung 20 ml/min. Als Eluenten werden Wasser-Acetonitril-Gemische verwendet. Im
Fall von freien Carbonsduren werden 0.1 % Trifluoressigsdure zugesetzt. Die
Losungsmittel werden vor Gebrauch ca. eine halbe Stunde im Ultraschallbad entgast.
Das Wasser wurde einem Simpicity-185-Wasseraufbereitungssystem der Firma
Millipore, Billerica (USA) entnommen und das Acetonitril in HPLC-Qualitit wird bei
der Firma Fisher Scientific, Hampton (USA; in Deutschland: Schwerte) erworben. Die
Detektion erfolgt durch UV/VIS-Absorption iiber einen Wellenldngenbereich von
200 nm bis 500 nm (analytische RP-HPLC) bzw. bei einer Wellenldnge von 214 nm
bzw. 254 nm (préaparative RP-HPLC).

Es werden folgende Séulen und Gradienten verwendet:
Analytische RP-HPLC:

Sdule A: Luna C18(2) (5 um, 250 x 4.60 mm), Firma: Phenomenex, Torrence (USA; in
Deutschland: Aschaffenburg)

Gradient I:

Zeit [min] 0 30 45
H,O [%] 20 0 0
CH;CN [%] 80 100 100
Gradient II:

Zeit [min] 0 30 45
H,0 [%] 70 0 0
CH;CN [%] 30 100 100
Gradient I11:

Zeit [min] 0 30 45
H,0 [%] 90 0 0
CH;CN [%] 10 100 100

Semi-préaparative RP-HPLC-Séule:

Saule B: Luna C18(2) (10 um, 250 x 21.2 mm), Firma: Phenomenex, Torrence (USA; in
Deutschland: Aschaffenburg)
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Gradient [V:

Zeit [min] 0 60
H,0 [%] 20 0
CH;CN [%] 80 100
Gradient V:

Zeit [min] 0 45
H,0 [%] 60 0
CH;CN [%] 40 100
Gradient VI:

Zeit [min] 0 60
H,0 [%] 70 0
CH;CN [%] 30 100
Gradient VII:

Zeit [min] 0 60
H,0 [%] 90 0
CH;CN [%] 10 100

Priparative RP-HPLC-Séulen:

Sdule C: Luna C18(2) (10 pm, 250 x 50.00 mm), Firma: Phenomenex, Torrence (USA;
in Deutschland: Aschaffenburg)

Gradient VIII:

Zeit [min] 0 90
H,0 [%] 20 0
CH3CN [%] 80 100

HPLC-MS-Analysen:

Bei den HPLC-MS-Analysen wird an einem System bestehend aus einem Basic
Marathon Auotsampler der Firma Spark, Emmen (Niederlande), einem 4-Kanal Online-
Entgaser der Firma Knauer, Berlin (Deutschland), einer MaxiStar K-1001
Niederdruckgradientenpumpe der Firma Knauer, Berlin (Deutschland), einem
Séulenthermostaten der Firma Knauer, Berlin (Deutschland) einem LKB-2140
Diodenarray-UV-Detektor der Firma LKB-Produkter, Bromma (Schweden) und einem
Verdampfungs-Lichtstreu-(ELS)-Detektor vom Typ PL-ELS 1000 der Firma Polymer
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Laboratories, Amherst (USA; in Deutschland: Darmstadt) benutzt. Es wird ein variabler
Flussteiler (Splitverhdltnis ca. 10:1) zwischen die Sédule und den UV-Detektor
geschaltet. Die Zeitverschiebung durch die unterschiedlichen Anordnungen von
Detektoren und Zuleitungen betrigt in jedem Fall unter 5 Sekunden und wurde bei der
Angabe der Retentionszeiten nicht beriicksichtigt.

Wenn nicht ausdriicklich anders angegeben, ist die Angabe der HPLC-MS-Reinheiten
auf die ELS-Daten bezogen.

Die Detektion der Massen erfolgt mit einem Micromass-Q-TOF-Ultima-3-Spektrometer
der Firma ThermoQuest, Boston (USA).

Es werden folgende Séulen und Gradienten verwendet:

Sdule D: Luna C18(2) (3 um, 75 x 4.60 mm), Firma: Phenomenex, Torrence (USA; in
Deutschland: Aschaffenburg)

Gradient [X:

Zeit [min] 0 10 12
H,0 [%] 70 0 0
CH;CN [%] 30 100 100
Gradient X:

Zeit [min] 0 10 12
H,0 [%] 20 0 0
CH;CN [%] 80 100 100
Festphasensynthese:

Fiir die ausschlieBlich manuell durchgefiihrte Festphasensynthese wird bei Ansitzen in
einem Mafstab von mehr als 500 mg Harz wird ein spezieller Reaktor nach Merrifield
verwendet. Ansdtze in einem Malstab mit bis zu 200 mg Harz werden in 5 ml-
Einwegspritzen, die mit einer Polyethylenglykol-Fritte (20 um) der Firma IST (Isolute
SPE Columns) bestiickt werden, durchgefiihrt. Die polymeren Trager fiir die
Festphasensynthese werden von der Firma Calbiochem-Novabiochem AG, Laufelingen
(Schweiz) und der Firma Rapp Polymere GmbH, Tiibingen erworben. Die verwendeten
Aminosdurebausteine werden von den Firmen Orpegen Pharma, Heidelberg, bzw.
Calbiochem-Novabiochem AG, Laufelingen (Schweiz) bezogen.
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Beladungsbestimmung:

Die Bestimmung der Kupplungsausbeute und der Beladung erfolgt iiber HRMAS-
NMR-Spektroskopie durch Integration der Methylgruppe der Acetylgruppe, die zum
Cappen der nicht umgesetzten Aminogruppen des Polymers eingefiihrt wird, gegen die
Methylgruppen des tert-Butyldimethylsilylethers.

Analvytik der Produkte aus der Festphasensynthese

Alle Derivate, die aus der Festphasensynthese erhalten werden, werden zunichst mittels
analytischer HPLC und ESI-Massenspektrometrie der so getrennten Substanzen oder
HPLC-MS untersucht. Eine Reinigung der Substanzen durch semi-préparative HPLC
wird nur durchgefiihrt, wenn die zuvor bestimmte HPLC-Reinheit mehr als 10 %
betriagt und mehr als 12 mg des Rohprodukts erhalten wurden.

Koénnen mehr als 3 mg des reinen Produkts isoliert werden, werden auch NMR-
Esperimente flir die Analytik der Produkte angewendet. Bei geringen Substanzmengen
wird nur 300 MHz-'"H-NMR-Spektren aufgenommen, bei mehr als 6 mg werden
zusitzlich in einigen Féllen 1H-1H-COSY-Spektren, 13C-Spektren und HMQC-
Spektren aufgenommen. Bei der Auswertung wird allerdings wegen der zum Teil
schlechten Auflosung der 'H-NMR-Spektren bei einigen Peaks zwar die Multiplizitit,
nicht aber die Kopplungskonstante angegeben.

Koénnen mehr als 10 mg der Reinsubstanz erhalten werden, wird zusétzlich noch der
spezifische Drehwert ermittelt.

5.2 HILFSREAGENZIEN

Tributylhexadecylphosphoniumazid (43)

Eine Losung von 4.06 g (8.0 mmol) Tributylhexadecylphosphoniumbromid in 20 ml
Diethylether wird viermal mit jeweils 15 ml einer 4 molaren wissrigen Nariumazid-
Losung extrahiert. Die organische Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wird vollstandig i. Vak. entfernt.

Ausbeute: 3.60 g (7.66 mmol, 96 %); leicht brauner, amorpher Feststoff.
FT-IR (KBr) vV [em™] =2143 [s, v (N3)].
CosHsoN3P (469.77)
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Zinkazid-bis-Pyridin-Komplex (52)'*’

Zu einer 2 M wissrigen Losung von Zinknitrat (40 mmol) wird langsam eine 2 M
wassrige Losung von Natriumazid (80 mmol) zugetropft. Die entstehende weille
Suspension wird auf etwa 50 °C erhitzt und langsam mit 7 ml Pyridin (86 mmol)
versetzt, wobei sehr schnell ein farbloser Feststoff abgeschieden wird. Die Suspension
wird unter Riihren langsam auf 0 °C abgekiihlt. Das gewiinschte Produkt wird dann
durch Filtration und anschlieBendes Waschen mit Eiswasser gewonnen und im
Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 10.7 g (34.9 mmol, 86 %); farbloser, amorpher Feststoff.

FT-IR (KBr) V [em™] =2958 [s, v (CHs)]; 2920 [s, v (CH, ges. Kohlenwasserstoffe)].
2852 [s, v (CHs3)]; 2039 [s, v (N3)].

C]oHloNgzn (30763)

Benzazid (53)'*" '*°

Eine Mischung aus 10.8 g (72 mmol) Benzoesdureethylester und 4.0 g (80 mmol)
Hydrazinydrat (85%-ig) werden 5 h bei 90 °C geriihrt und dann zur Vervollstandigung
der Kristallisation 12 h bei Raumtemp. stehengelassen. Der enstandene Feststoff wird
abgesaugt und mit etwas eiskaltem Methanol nachgewaschen (Rohausbeute: 7.0 g,
72 %).

Das rohe, getrocknete Benzhydrazid wird in 100 ml 1 M Salzsdure geldst. Die Losung
wird bei 0°C unter Riithren langsam mit einer Losung von 4.0 g (58 mmol)
Natriumnitrit in 25 ml Wasser versetzt. Nachdem man sich vergewissert hat, dass nach
der Zugabe kein iiberschiissiges Benzhydrazid mehr vorliegt (Priifung mit
Natriumnitrit-Losung), wird der Niederschlag abgesaugt und im Vakuum iiber
Kaliumhydroxid getrocknet (Ausbeute: 5.5 g, 73 %).

Ausbeute: 5.5 g (37.4 mmol, 52 % tiber 2 Stufen); leicht brauner, kristalliner Feststoff;
Schmp.: 30 °C; Lit.: ~30 °C.

FT-IR (KBr) v [cm]=2140 [s, v(N3)]; 1695 [s, v(C=0)]; 1593 [m, v (C=C,
Aromat)].

C;HLN30 (147.13)

5 M. C. Viaud, P. Rollin, Synthesis 1989, 130.

16 1. Gattermann, H. Wieland in Die Praxis der org. Chemikers, Walter de Gruyter GmbH & Co., Berlin,
New York, 1961, 40. Auflage., S. 138.
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Nicotinoylazid 54"

Zu 8.50 ml (100 mmol) konzentrierter Salzsdure werden unter Eiskiihlung langsam
6.85 g (50.0 mmol) Nicotinoylhydrazid zugegeben, so dass die Temperatur unter 10 °C
bleibt. AnschlieBend wird langsam eine Losung von 6.90 g (100 mmol) Natriumnitrit in
15 ml Wasser zugetropft und weitere 15 Minuten bei 0 °C geriihrt. Dann wird die
wassrige Phase dreimal mit jeweils 15 ml Diethylether gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden so lange mit ges. Natriumbicarbonat-Losung gewaschen,
bis diese neutral reagiert. Danach wird die etherische Phase 30 Minuten mit
Magnesiumsulfat getrocknet und vollstindig i. Vak. vom Losungsmittel befreit.

Ausbeute: 6.20 g (41.9 mmol, 84 %); leicht brauner, kristalliner Feststoff; Schmp.:
47 °C; Lit.: 46-48 °C.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm] =9.19 (d, 1H, ‘T =1.8 Hz, H-2); 8.81 (dd, 1H,
3Js.6 =4.8 Hz, H-6); 8.26 (dt, 1H, *J,5s = 8.1 Hz, H-4); 7.40 (dd, 1H, *J,s=7.8 Hz,
3Js.6= 4.8 Hz, H-5).

FT-IR (KBr) v [ecm™]=2137 [s, v(N3)]; 1692 [s, v(C=0)]; 1591 [m, v (C=C,
Aromat)].

CsH4N4O (148.12)

p-Toluolsulfinsiiure (61)*°© 1%

10.0 g (51.0 mmol) des Natriumsalzes der p-Toluolsulfinsdure werden in ca. 100 ml
destilliertem Wasser in der Siedehitze geldst und vorsichtig mit 4.25 ml (51.0 mmol)
konz. Salzsdure versetzt. Die Kristallistation der p-Toluolsulfinsdure wird durch
langsames  Abkiihlen vervollstindigt. Nach 30 Minuten filtriert man die
blattchenformigen Kristalle ab und filtriert aus 100 ml destilliertem Wasser um. Nach
16 h bei 4 °C filtriert man erneut ab, wischt mit wenig eiskaltem Wasser nach, presst
die Kristalle ab und trocknet im Hochvakuum.

Ausbeute: 6.70 g (42.9 mmol, 84 %); farblose, blittchenformige Kristalle; Schmp.:
82 °C, Lit.:'"* 80-83 °C.

"“70. S. Breslow, J. Am. Chem. Soc. 1950, 72, 4244-4246.
'8 p_Carloni, E. Damiani, M. Iacussi, L. Greci, P. Stipa, Tetrahedron, 1995, 45, 12445,
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2-tert-Butyloxycarbonylaminobenzoeséiure'*’

500 mg (3.65 mmol) Anthranilsdure werden in 5.5 ml einer 10%-igen Losung von
Triethylamin in Methanol geldst. Unter starkem Riithren werden 803 mg (7.30 mmol)
Di-tert-butyldicarbonat zugegeben. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch zweo
Stunden auf 40-50 °C erhitzt. Nachdem das Losungsmittel vollstinding entfernt wurde,
riihrt man den Riickstand mit ca. 5 ml eisgekiihlter 1 M Salzsdure und extrahiert dann
sofort viermal mit je 10 ml Ethylacetat. Die vereinigten organischen Phase werden mit
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vollstindig vom Losungsmittel befreit.

Das so erhaltene Ol wird aus Ether/Cyclohexan auskristallisiert.

Ausbeute: 684 mg (2.88 mmol, 79 %); farbloser, kristalliner Feststoff; Schmp.: 152 °C;
Lit.:"*° 155.5-157 °C.

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 11.33 (s,, 1H, COOH); 9.99 (s, 1H, NH);
8.46 (d, 1H, *Js¢ = 8.8 Hz, H-6); 8.09 (d, 1H, *J,3="I34="7.7 Hz, H-3); 7.56 (m,
1H, H-4); 7.02 (m, 1H, H-5); 1.53 (s, 9H, CH3, fert-Butyl).

5.3 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.2

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-glucosamin-Hydrochlorid (33)

50.0g (233 mmol) D-Glucosamin-Hydrochlorid werden in 235ml 1M wissr.
Natriumhydroxid-Losung gelost und mit 28.3 ml (31.7 g, 233 mmol) p-Anisaldehyd
versetzt. Die Emulsion wird fiinf Minuten kréftig geriihrt und anschlieend zur
Vervollstindigung der Fillung zwei Stunden auf 4 °C gekiihlt. Das ausgefallene
Anisalglucosamin'' wird abfiltriert, mit reichlich Ether/Ethanol (1/1) gewaschen und
getrocknet (Ausbeute 63.7 g, 92 %).

63.7g (214 mmol) Anisalglucosamin werden in 400 ml Pyridin suspendiert und
langsam unter Eiskiihlung mit 200 ml Acetanhydrid versetzt. Die Losung wird 14
Stunden bei Raumtemp. geriihrt und anschlieBend unter Riihren langsam in 800 ml
Eiswasser gegossen, worauthin 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-pB-D-anisalglucosamin in
farblosen Flocken ausfillt. Der Feststoff wird abfiltriert, mit etwas Eiswasser
gewaschen und getrocknet (Ausbeute 90.6 g, 91 %).

'49°H. Zhao, T. Burke, R. Terrence, Tetrahedron 1997, 53, 4219.
"D, A. Heyman, J. Heterocycl. Chem. 1978, 15, 1311.
'31'p_ Boullanger, Carbohydr. Res. 1990, 151, 202.
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90.6 g (195 mmol) 1,3,4,5-Tetra-O-acetyl-p-D-anisalglucosamin werden in 270 ml
Aceton gelost und in der Siedehitze mit 48 ml 5,5 N Salzsdure versetzt. Man ldsst die
Suspension abkiihlen. Dann wird der farblose Feststoff abfiltriert, mit viel Ether
gewaschen und getrocknet (Ausbeute 75.0 g, quant.).

Ausbeute tiber drei Stufen: 75.0 g (195 mmol, 84 %); farbloser, kristalliner Feststoff;
Schmp.: 219 °C (Zersetzung bei 225 °C), Lit.:'>* 220 °C (Zersetzung bei 230 °C).

C14H2CINO, (383.78)

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-p-D-glucopyranose
(34)

10.0 g (26.0 mmol) des peracetylierten Glucosaminhydrochlorids 33 werden in einer
Losung von 8.40g (100 mmol) Natriumhydrogencarbonat in 100 ml Wasser
suspendiert. Zu dieser Suspension wird langsam eine Losung von 4.15 ml (39.0 mmol)
Chlorameisensdureallylester in 100 ml Chloroform zugetropft. Nach beendeter Zugabe
lasst man weitere 4 Stunden kréftig rithren und trennt anschlieend die Phasen. Die
wassrige Phase wird dann zweimal mit je 30 ml Chloroform gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit je 60 ml Wasser und ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem vollstindigen Entfernen
des Losungsmittels i. Vak. wird das Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 8.80 g (20.4 mmol, 79 %); farbloser, kristalliner Feststoff; Schmp.: 131 °C;
[]}) = 16.1 (c = 1.0, Chloroform) Rs=0.39 (DCM/EE = 7/1).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm] =5.85 (m., 1H, CH, Allyl); 5.66(d, 1H,
31, =8.5Hz, H-1); 5.27-5.02 (m, 5H, =CH,, Allyl, H-3, H-4, NH); 4,53 (d, 2H,
Jemp-cimz = 3.6 Hz, O-CHa, Allyl); 4.25 (dd, 1H, °Js=4.8 Hz, *J= 12,5 Hz, H-6);
4.08 (dd, 1H, *Js.¢ = 1.8 Hz, T = 12,5 Hz, H-6"); 3.92 (t, 1H, °J,, = 8.5 Hz, H-2); 3.79
(m, 1H, H-5); 2.09, 2.06, 2.02, 2.01 (4s, 12H, CH3;, OAc).

CisHysNOy, (431.39)

3-13,4,6-Tri-O-acetyl-2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsiuremethylester (36)
Unter Argon werden 25.8 g (59.8 mmol) des Glucosederivats 34 und 9.35 ml

(83.7 mmol) Mercaptopropionsduremethylester 35 in einem zuvor ausgeheizten 500 ml
Schlenkkolben mit ca. 2 g Molsieb 3 A in 300 ml absol. Dichlormethan gelost und auf

"2 H. Roeper, K. Heyns, S. Roeper, B. Meyer, Liebigs Ann. Chem. 1982, 780-793.
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0 °C gekiihlt. Dann werden langsam 38.0 ml (299 mmol) Bortrifluorid-Diethylether-
Komplex zugetropft und anschlieBend ldsst man die Reaktionslosung auf Raumtemp.
erwdrmen und 15 Stunden rithren. Danach wird die Losung zum Aufarbeiten unter
starkem Riihren auf 500 ml einer eisgekiihlten, ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung
gegossen. Man gibt so lange festes Natriumhydrogencarbonat zu, bis der pH-Wert der
Losung leicht basisch bleibt. Die Phasen werden getrennt und die wéssrige Phase wird
dreimal mit je 50 ml Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
werden dann noch zweimal mit je 200 ml ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und je
einmal mit 200 ml 1 M Salzsdure und mit 250 ml ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Dann trocknet man die organische Phase mit Magnesiumsulfat und entfernt
das Losungsmittel vollstindig im Vakuum. Die Reinigung erfolgt durch Flash-
Saulenchromatographie an ca. 600 g Kieselgel mit Dichlormethan/Ethylacetat (7/1) als
Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 29.2 ¢ (98 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a])=-14.2 (c=1.0,
Chloroform); R¢y=0.30 (DCM/EE = 7/1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 5.85 (m., 1H, CH, Allyl); 5.28-5.16 (m, 3H, H-
4, =CH,, Allyl); 5.02 (t, 1H, *J,3=9.9Hz, 3534,=9.9Hz, H-3); 4.86(d, 1H,
Jnia = 8.8 Hz, NH); 4.66 (d, 1H, *J,.,= 10.3 Hz, H-1); 4.54 (d, 2H, *Jcip-cip = 5.6 Hz,
O-CH,, Allyl), 420 (dd, 1H, *Jss=5.2Hz, *J=12,5Hz, H-6); 4.10 (dd, 1H, °Js.
¢ =22 Hz, *J=12,5Hz, H-6"); 3.71-3.61 (m, 2H, H-2, H-5); 3.66 (s, 3H, CH;,
Methylester); 2.91 (m., 2H, S-CH,); 2.69 (t, 2H, CH,-COOMe); 2.06, 2.01, 2.00 (3s,
9H, CHs, OAc).

CaoH2oNO; S (491.51)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-4,6-O-p-methoxybenzyliden-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsiuremethylester (38)

Eine Losung von 22.0 g (45.0 mmol) des Tetraacetats 36 in 300 ml absol. Methanol
wird unter Argon tropfenweise mit einer 1 M Natriummethylat-Losung in Methanol
versetzt, bis ein pH-Wert von 9.0 erreicht ist. Man riihrt 30 Minuten und hélt dabei den
pH-Wert durch Zutropfen von weiterer Natriummethanolat-Losung bei 9.0.
Anschliefend wie die Losung mit dem Ionenaustauscherharz Amberlite® IR120 (H-
Form) neutralisiert, worauf das Harz abfiltriert wird und das Filtrat i. Vak. vollstidndig
vom Losungsmittel befreit wird.

Der Riickstand wird in 300 ml absol. N,N-Dimethylformamid gelost. Man versetzt die
Losung mit ca. 300 mg p-Toluolsulfonsiure-Monohydrat und 10.6 ml (11.3 g,
63.0 mmol) p-Anisaldehyddimethylacetal. Die Losung wird bei 50 °C und 22-28 mbar
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zwei Stunden geriihrt. Man neutralisiert mit Triethylamin und entfernt das
Losungsmittel destillativ im Hochvakuum.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Séulenchromatographie an ca. 500 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Ethylacetat (7/1) als Laufmittelgemisch. Dazu wird das Rohprodukt auf
60 g Kieselgel aufgezogen.

Ausbeute: 21.0g (97 %); farbloser, amorpher Feststoff; [} =-49.1 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.41 (DCM/EE = 7/1).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=7.39 (d, 2H, *J,5="Js¢=8.8 Hz, H3-, H5-
Mpm); 6.87 (d, 2H, *J,.3 =I5 = 8.8 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.91 (m., 1H, CH, Allyl); 5.48
(s, 1H, CH, Acetal); 5.30 (d, 1H, *Juans = 17.3 Hz, °J = 1.1 Hz, =CH,, Allyl); 5.20 (d,
1H, *J4s = 10.3 Hz, ’J = 1.1 Hz, =CH,, Allyl); 5.00 (d, 1H, NH, Jxi.. = 9.7 Hz); 4.71 (d,
1H, °J,, = 8.1 Hz, H-1); 4.57 (d, 2H, *Jem.ciz = 5.5 Hz, O-CH,, Allyl); 4.39 (dd, 1H,
3Js.6=4.8 Hz, 2T = 10.3 Hz, H-6); 3.93 (m, 1H, H-3); 3.78 (s, 3H, O-CH3, Mpm); 3.74
(m, 1H, H-6); 3.61 (s, 3H, O-CHj3, Methylester); 3.55-3.45 (m, 3H, H-2, H-4, H-5);
2.92 (m, 2H, S-CH,); 2.64 (t, 2H, CH,-COOMe).

75.5 MHz-13C-NMR (DEPT, CDCl;): ¢ [ppm]=173.7 (C=0, Methylester); 160.3
(Mpm-4); 156.2 (C=0, Carbamat); 132.4 (CH, Allyl); 129.4 (Mpm-1); 127.6 (Mpm-2,
-6); 117.9 (=CH,, Allyl), 113.7 (Mpm-3, -5); 101.8 (CH, Acetal); 85.2 (C-1); 81.2
(C-4); 72.7 (C-5); 70.3 (C-2); 68.5 (C-6); 66.1 (O-CHz, Allyl); 57.4 (O-CHs, Mpm);
55.3 (C-3); 51.9 (O-CHj3, Methylester); 35.1 (CH,-COOMe); 25.5 (S-CHa).

C2:H2oNOsS (483.53)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-O-p-
methoxybenzyliden-f-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiuremethylester (39)

Eine Losung von 9.96 g (20.6 mmol) des Acetals 38 in 300 ml absol. Dichlormethan
wird zundchst mit 16.7 ml (16.2 g, 206 mmol) Pyridin versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Es
entsteht eine Suspension, die sich beim langsamen Zutropfen von 6.63 ml (5.76 g,
28.8 mmol) Trifluormethansulfonsdure-fert-butyldimethylsilylester langsam klart. Man
lasst 15 Minuten bei 0 °C rithren und bricht dann die Reaktion ab, indem man die
Reaktionslosung langsam in 200 ml einer stark gerlihrten, eisgekiihlten ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung giesst. Die Phasen werden getrennt und die wissrige
Phase wird zweimal mit je 100 ml Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden jeweils einmal mit je 200 ml 1M Salzsdure, ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und zuletzt mit ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und vollstindig i. Vak. vom Losungsmittel
befreit.
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Die Reinigung erfolgt durch Flash-Sdulenchromatographie an ca. 300 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Ethylacetat (15/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 113 g (92 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]) =-34.0 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.42 (DCM/EE = 15/1).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=7.36 (d, 2H, *J,5="Js¢=8.8 Hz, H3-, H5-
Mpm); 6.85 (d, 2H, *J,3 = *Js.¢ = 8.8 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.88 (m, 1H, CH, Allyl); 5.43
(s, 1H, CH, Acetal); 528 (d, 1H, *Jums=17.3 Hz, =CH,, Allyl); 5.18(d, 1H,
*Jis=10.3 Hz, =CH,, Allyl); 4.85 (d, 1H, °I,,=8.8 Hz, H-1); 4.80 (d, 1H, Jxu
»=10.7 Hz, NH); 4.53 (d, 2H, O-CH,, Allyl, *J=5.5 Hz); 4.27 (dd, 1H, H-6, °Js.
¢=4.4Hz, *J=10.3 Hz); 3.93 (m, 1H, H-3); 3.78 (s, 3H, O-CH3, Mpm); 3.74 (m, 1H,
H-6"); 3.67 (s, 3H, O-CHj3, Methylester); 3.44 (m, 3H, H-2, H-4, H-5); 2.94 (m, 2H,
S-CH,); 2.64 (t, 2H, CH,-COOMe); 0.79 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); -0.01, -0.07 (2s, 6H,
2 x CH3, TBS) .

75.5 MHz-13C-NMR (DEPT, CDCl;): ¢ [ppm]=173.6 (C=0, Methylester); 160.3
(Mpm-4); 156.2 (C=0, Carbamat); 132.4 (CH, Allyl); 129.4 (Mpm-1); 127.6 (Mpm-2, -
6); 117.8 (=CH,, Allyl), 113.7 (Mpm-3, -5); 101.6 (CH, Acetal); 85.2 (C-1); 81.2 (C-4);
72.7 (C-5); 70.3 (C-2); 68.5 (C-6); 66.1 (O-CH,, Allyl); 57.4 (O-CHs, Mpm); 55.8
(C-3); 51.9 (O-CH3, Methylester); 35.1 (CH,-COOMe); 26.1 (CHs, tert-Butyl, TBS);
25.5 (S-CHy); 18.6 (Cq, tert-Butyl, TBS); -4.1, -5.1 (2 x CH3, Methyl, TBS).

C5H43NOSSi (597.79)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-
methoxybenzyl-$-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiuremethylester (40)

6.21 g (10.4 mmol) des Acetals 39 werden in ca. 200 ml absol. Acetonitril gelost und
auf 0°C  gekiihlt. Dann  werden  nacheinander 13.1g (207 mmol)
Natriumcyanoborhydrid und 2.41 ml (2.06 g, 26.0 mmol) Chlortrimethylsilan zugege-
ben. Nach zwei Stunden Reaktionszeit bei 0 °C wird das Eisbad entfernt und weitere
zwei Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Da nach dieser Zeit der Umsatz laut DC-
Kontrolle noch nicht vollstindig ist, werden weitere 1.20 ml (1.03 g, 13.0 mmol)
Chlortrimethylsilan zugegeben. Nach insgesamt 12 Stunden wird die Reaktion durch
Eintragen der Reaktionslosung in 400 ml einer stark geriihrten, eisgekiihlten Mischung
aus gleichen Teilen ges. wissriger Kaliumbicarbonat-Loung und ges. wissriger
Natriumhydrogencarbonat-Losung abgebrochen. Es werden 250 ml Dichlormethan
zugegeben und die Phasen werden getrennt. Die wissrige Phase wird zweimal mit je
100 ml Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden jeweils
einmal mit 150 ml ges. wéssriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, 1 M wissriger
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Zitronensdure-Losung und  ges.  Natriumchlorid-Losung  gewaschen,  mit
Magnesium-sulfat getrocknet und i. Vak. vollstdndig vom Losungsmittel befreit.

Das Produkt wird durch Flash-Sdulenchromatographie an ca. 300 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Ethylacetat (7/1) als Laufmittelgemisch von Verunreinigungen befreit.

Ausbeute: 4.45g (71 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]i)o =-14.7 (c=1.0,
Chloroform); Ry=0.30 (DCM/EE = 7/1).

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): & [ppm]=7.19 (d, 2H, *Jo3="J5sc=8.4 Hz, H3-, H5-
Mpm); 6.79 (d, 2H, *J,3 = *Js.¢ = 8.4 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.88 (m., 1H, CH, Allyl); 5.20
(d, 1H, *Jyans= 16.3 Hz, =CH,, Allyl); 5.12 (d, 1H, *J = 10.6 Hz, =CH,, Allyl); 4.68
(d, 1H, H-1, *J;, = 11.0 Hz); 4.55 (m, 2H, Jnu = 10.3 Hz,, NH, H*, CH, Mpm); 4.50
(m, 3H, O-CH,, Allyl, H®, CH,, Mpm); 3.78 (s, 3H, O-CHs, Mpm); 3.77 (m, 1H, H-3);
3.63 (s, 3H, O-CHj3, Methylester); 3.45 (m, SH, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6"); 2.91 (m, 2H,
S-CH,); 2.62 (t, 2H, CH,-COOMe); 0.86 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.03, 0.02 (2s, 6H,
2 x CH3, TBS) .

75.5 MHz-13C-NMR (CDCl3): 6 [ppm] = 174.1 (C=0, Methylester); 159.4 (Mpm-4);
156.4 (C=0, Carbamat); 132.2 (CH, Allyl); 129.7 (Mpm-1); 129.6 (Mpm-2, -6); 118.2
(=CHa, Allyl), 113.9 (Mpm-3, -5); 85.2 (C-1); 79.1 (C-4); 77.3 (C-5); 76.1 (C-3); 74.7
(CH,, Mpm); 66.2 (O-CH,, Allyl); 61.0 (C-6); 56.9 (O-CHs, Mpm); 55.3 (C-2); 52.59
(O-CH3, Methylester); 33.7 (CH,-COOMe); 25.7 (CHj3, tert-Butyl, TBS); 25.3 (S-CH,);
17.8 (Cg, tert-Butyl, TBS); -3.9, -4.3 (2 x CH3, Methyl, TBS).

Ca5H4sNOSSi (599.81)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiauremethylester (42)

3.02 g (5.04 mmol) des Monosaccharids 40 werden in ca. 100 ml absol. Toluol gelost,
mit 5.30 g (10.1 mmol) Triphenylphosphin versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser
Temperatur werden langsam 3.89 ml (3.81 g, 10.1 mmol) Diisopropylazodicarboxylat
zugegeben. Nach 15 Minuten werden 1.49 g (10.1 mmol) Nicotinoylazid 54 zugegeben
und die Losung wird bei Raumtemperatur drei Stunden geriihrt. Bei vollstdndigem
Umsatz werden 10 ml Methanol zugegeben um {iberschiissiges Diisopropylazo-
dicarboxylat zu vernichten. Die Reaktionslosung wird i. Vak. vollstindig vom Losungs-
mittel befreit. AnschlieBend wird der Riickstand in ca. 20 ml Diethylether
aufgenommen und 15 Minuten geriihrt. Dann wird das ausgefillte Triphenyl-
phosphinoxid abfiltriert und die Losung i. Vak. bis zur Trockene eingeengt.
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Die Reinigung erfolgt durch zweimaliger Flash-Chromatographie an jeweils ca. 250 g
Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (4/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 2.57 g (72 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]i)o =134.7 (c¢=1.0,
Chloroform); R¢= 0.25 (CH/EE = 4/1).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=7.19 (d, 2H, *J,3="Js¢=28.5 Hz, H3-, H5-
Mpm); 6.84 (d, 2H, T, = *J5.¢ = 8.5 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.88 (m,, 1H, CH, Allyl); 5.27
(d, 1H, *Jians= 17.3 Hz, =CH,, Allyl); 5.19 (d, 1H, *J;,= 11.0 Hz, =CH,, Allyl); 4.75 (d,
1H, *J1,=11.4 Hz, H-1); 4.69 (m, 2H, Jxuo = 8.5 Hz, NH, H*, CH, Mpm); 4.50 (m, 3H,
O-CH,, Allyl, Hb, CH,, Mpm); 3.77 (s, 3H, O-CHs, Mpm); 3.76 (m, 1H, H-3); 3.64 (s,
3H, O-CHj, Methylester); 3.45 (m, 4H, H-2, H-4, H-5, H-6); 3.15 (dd, 1H, 3s.
¢ =5.8 Hz, ] = 13.3 Hz, H-6"); 3.01-2.82 (m, 2H, S-CHy); 2.63 (t, 2H, CH,-COOMe);
0.87 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.04 (s, 6H, 2 x CHs, TBS) .

75.5 MHz-13C-NMR (DEPT, CDCl;): O [ppm]=173.6 (C=0, Metyhlester); 159.3
(Mpm-4); 155.4 (C=0, Carbamat); 132.8 (CH, Allyl); 129.8 (Mpm-1); 129.4 (Mpm-2, -
6); 117.8 (=CH,, Allyl), 113.8 (Mpm-3, -5); 88.3 (C-1); 79.5 (C-4); 76.1 (C-3); 74.8
(CHy, Mpm); 70.1 (C-5); 66.2 (O-CH,, Allyl); 58.3 (C-2); 56.9 (O-CHs, Mpm); 51.6
(O-CH3, Methylester); 51.5 (C-6); 32.8 (CH,-COOMe); 25.8 (CHs, tert-Butyl, TBS);
24.6 (S-CHy); 17.9 (C,, tert-Butyl, TBS); -3.8, -4.3 (2 x CH3, Methyl, TBS).

FT-IR (KBr) ¥ [em™] = 3429, 3054, 2986, 2930, 2855 [s, v (C-H]; 2103 [s, v (N3)];
1730 [s, v (C=0)]; 1514 [m, v (C=C, Aromat)].

Ca5H44N,05SSi (624.82)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiure (29)

1.85 g (2.96 mmol) des Methylesters 42 werden in 50 ml Tetrahydrofuran und 10 ml
Wasser gelost. AnschlieBend werden 134 mg (5.82 mmol) Lithiumhydroxid-
Monohydrat hinzugegeben. Man ldsst 2 Stunden bei Raumtemperatur rithren und
neutralisiert dann mit stark sauren Ionenaustauscher-Harz Amberlyst® 15. Der
Ionenaustauscher wird abfiltriert und die Losung wird vollstindig i. Vak. vom
Losungsmittel befreit. Das restliche Wasser wird liber Nacht durch Lyophilisation
entfernt.

Eine Reinigung ist nicht ndtig. Das Rohprodukt wird nach Charakterisierung durch
NMR-Spektrospkopie zur Festphasensynthese eingesetzt.

Ausbeute: 1.72 g (95 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]f)o= 183 (c=1.0,
Chloroform); R¢= 0.14 (CH/EE = 2/1).
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300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=10.32 (s, 1H, COOH), 7.18 (d, 2H,
3Ty3="Jsc =9.8 Hz, H3-, H5-Mpm); 6.84 (d, 2H, *J,.3 ="Js.¢ = 9.8 Hz, H2-, H6-Mpm);
5.88 (m., 1H, CH, Allyl); 5.24 (m, 2H, =CH, Allyl); 4.95 (d, 1H, Jxu. = 9.2 Hz, NH);
4.74 (d, 1H, *J=11.4 Hz, H*, CH,, Mpm); 4.65 (d, 1H, *J,,=9.9 Hz, H-1); 4.53 (m,
2H, O-CH,, Allyl); 4.42 (d, 1H, *J = 11.4 Hz, H®, CH,, Mpm); 3.77 (m, 1H, H-3); 3.76
(s, 3H, O-CH3;, Mpm); 3.57-3.29 (m, 4H, H-2, H-4, H-5, H-6); 3.15 (dd, 1H, *Js.
¢ =5.5Hz, ’J=13.3 Hz, H-6"); 2.98-2.81 (m, 2H, S-CH,); 2.67 (t, 2H, CH,-COOH);
0.88 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.05, 0.04 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS) .

75.5 MHz-13C-NMR (DEPT, CDCl3): ¢ [ppm] = 159.3 (Mpm-4); 157.7 (C=0, Siure);
155.6 (C=0, Carbamat); 132.6 (CH, Allyl); 129.8 (Mpm-1); 129.3 (Mpm-2, -6); 117.9
(=CHa,, Allyl), 113.9 (Mpm-3, -5); 84.0 (C-1); 79.3 (C-4); 78.5 (C-5); 75.9 (C-3); 74.8
(CHz, Mpm); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.5 (C-2); 55.3 (O-CH;, Mpm); 51.3 (C-6); 32.8
(CH»-COOH); 25.8 (CHs, tert-Butyl, TBS); 24.6 (S-CH,); 17.9 (C,, tert-Butyl, TBS);
-3.9, -4.4 (2 x CH3, Methyl, TBS).

C17H42N405SSi (624.82) ber.. C:53.09 H: 6.93 N:9.17 S: 4.60
gef.: C:52.96 H: 6.77 N:9.22 S: 4.84

5.4 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.3 BIS 3.5

5.4.1 ALLGEMEINE VORSCHRIFTEN

Kupplung des Glucose-Scaffolds 29 auf Fmoc-geschiitztes TentaGel® S-RAM
Harz

In einem Festphasenreaktor werden 4.61 g (1.06 mmol) Fmoc-geschiitztes TentaGel” S-
RAM (Beladungsdichte: 0.23 mmol/g) in 30 ml N,N-Dimethylformamid suspendiert,
eine Stunde geschiittelt und anschlieend abfiltriert. Das gequollene Harz wird noch
zweimal mit jeweils 10 ml N,N-Dimethylformamid gewaschen und danach mit 30 ml
einer 20%-igen Losung von Piperidin in N,N-Dimethylformamid versetzt und 20
Minuten geschiittelt. Danach wird abfiltriert. Man wiascht das Harz griindlich mit
jeweils 10 ml N,N-Dimethylformamid, Methanol, N, N-Dimethylformamid, Methanol,
Dichlormethan und Diethylether.

In einem Kolben werden 650 mg (1.06 mmol) des Glucose-Scaffolds 29 in 30 ml absol.
N,N-Dimethylformamid gelost. Die Losung wird dann mit 403 mg (1.06 mmol) HBTU,
163 mg (1.06 mmol) HOBt-Monohydrat und 2.54 ml (1.96 g, 10.6 mmol) Hiinigs Base
versetzt.
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Unter Argonatmosphédre wird das Harz anschlieBend mit der Aktivester-Losung
vereinigt und 12 Stunden geschiittelt. Danach wird das Harz abfiltriert, und es wird
dreimal mit jeweils 10 ml N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 10 ml
Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

Cappen des Harzes mit Acetanhydrid

2.81 g des mit Kohlenhydrat beladene Harzes werden zunichst eine Stunde in 15 ml
N,N-Dimethylformamid gequollen und anschlieBend zweimal mit jeweils 10 ml
N,N-Dimethylformamid gewaschen. Danach wird das Harz mit 15 ml einer Mischung
aus zwei Teilen Pyridin und einem Teil Acetanhydrid tiberschichtet und 15 Minuten
geschiittelt. Sodann wird das Harz abfiltriert und sorgfiltig dreimal mit jeweils 10 ml
N,N-Dimethylformamid und danach mit jeweils 10 ml Methanol, Dichlormethan und
Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

Katalytische Abspaltung der Allyloxycarbonyl (Aloc)-Schutzgruppe

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins mit 2.0 ml
entgastem, absol. Dioxan 20 Minuten bei Raumtemp. geschiittelt. Man filtriert ab und
versetzt mit einer Losung aus 25 mol% Tetrakis(triphenylphosphin)palladium und
5 Aquiv. p-Toluolsulfinsiure in 2.0 ml entgastem, absol. Dioxan versetzt und 12
Stunden unter Schutzgas, sowie unter Lichtausschluss bei Raumtemp. geschiittelt. Nach
dem Entfernen der Reaktionslosung wéscht man zundchst dreimal mit je ca. 3 ml
Dioxan. Anschliefend wéscht man mit jeweils ca. 3 ml N,N-Dimethylformamid,
Methanol, Dichlormethan und zuletzt Diethylether und trocknet das Harz im
Hochvakuum.

Abspaltung der tert-Butyldimethylsilyl (TBS)-Gruppe

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins mit 2.0 ml
Acetonitril versetzt und 30 Minuten bei Raumtemp. geschiittelt. Man filtriert ab und
versetzt mit 2.0 ml einer 50%-igen Losung von Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid
in Acetonitril. Man lisst 2 Stunden bei Raumtemp. schiitteln, filtriert ab, versetzt
nochmals mit 2.0 ml einer 50%-igen Losung von Tetrabutylammoniumhydrogen-
difluorid in Acetonitril und ldsst erneut 2 Stunden bei Raumtemp. schiitteln.
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AnschlieBend entfernt man die Reaktionslosung, wischt zunichst dreimal mit je ca.
3 ml Acetonitril und danach mit jeweils ca. 3 ml N,N-Dimethylformamid, Methanol,
Dichlormethan und Diethylether. Das Harz wird i. Hochvak. getrocknet.

Abspaltung der p-Methoxybenzyl (Mpm)-Gruppe

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins mit 2.0 ml
Dichlormethan versetzt und 30 Minuten bei Raumtemp. geschiittelt. Man filtriert ab und
versetzt mit 2.5ml einer Ldsung von 10 Aquiv. 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-
benzochinon in 2.0 ml Dichlormethan und 0.1 ml Wasser. Nach einstiindigem Schiitteln
bei Raumtemp. filtriert man ab und wiederholt die Behandlung mit 2,3-Dichlor-5,6-
dicyan-1,4-benzochinon noch zweimal. Danach wird die Reaktionsldsung entfernt und
das Polymer wird zunédchst zweimal mit je ca. 3 ml Dichlormethan, danach dreimal im
Wechsel mit jeweils ca. 3 ml N,N-Dimethylformamid und Methanol, dann mit
Dichlormethan und zuletzt mit Diethylether gewaschen. Das Harz wird i. Hochvak.
getrocknet.

Staudinger-Reduktion der Azidfunktion zur Aminonfunktion

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins mit 2.0 ml
absol. Tetrahydrofuran versetzt und 30 Minuten bei Raumtemp. geschiittelt. Man
filtriert ab und versetzt mit einer Losung von 10 Aquiv. Tri-n-butylphosphin in 2.0 ml
absol. Tetrahydrofuran. Nach vierstiindigem Schiitteln bei Raumtemp. filtriert man ab,
wischt zweimal mit je 3 ml Tetrahydrofuran und versetzt das Polymer zur Hydrolyse
mit einer Losung aus 2.0 ml N,N-Dimethylformamid, 1.0 ml Triethylamin und 1.0 ml
Wasser. Nachdem erneut vier Stunden bei Raumtemp. geschiittelt wurde, entfernt man
die Reaktionslosung und wiascht das Harz zunichst dreimal mit jeweils ca. 3 ml
N,N-Dimethylformamid und anschlieBend mit je ca. 3 ml Methanol,
N,N-Dimethylformamid, Methanol, Dichlormethan und Diethylether. Das Harz wird i.
Hochvak. getrocknet.

Carbamoylierung der freien OH-Gruppen in 3- bzw. 4-Position mit Isocyanaten

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze ldsst man 120 mg des
an Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel” gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins in 1.0 ml einer
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1%-igen 4-Dimethylaminopyridin-Lésung in Dioxan vorquellen und entfernt
anschlieBend iiberschiissiges Dioxan. In einem Kolben stellt man eine 10%-ige Losung
des entsprechenden Isocyanats in 3 ml Dioxan her. Man vereinigt die Losung mit dem
Harz durch Aufziehen in die Spritze und ldsst die Mischung 12 Stunden bei Raumtemp.
schiitteln. AnschlieBend filtriert man das Harz ab und wischt zunichst sorgfiltig
dreimal mit je etwa 3 ml Dioxan und dann mit jeweils 3 ml N, N-Dimethylformamid,
Methanol, Dichlormethan und Diethylether. Das Harz wird i. Hochvak. getrocknet.

Acylierung nach Steglich

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins eingewogen.

In einem Kolben wird eine Losung von 0.50 mmol (ca. 10 Aquiv.) der zu veresternden
Carbonséure in 2 ml absol. N,N-Dimethylformamid hergestellt und nacheinander mit
100 pl (0.60 mmol, ca. 12 Aquiv.) N,N -Diisopropylcarbodiimid und 4 mg (35 pmol,
ca. 70 mol-%) 4-Dimethylaminopyridin. Man vereinigt die vorbereitete Losung durch
Aufziehen in die Spritze mit dem polymergebundenen Kohlenhydratbaustein und ldsst
16 Stunden bei Raumtemp. schiitteln. Nach Entfernen der Reaktionslosung wéscht man
dreimal mit je 3 ml N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 3 ml Methanol,
N,N-Dimethylformamid, Methanol, Dichlormethan und Diethylether. Das Harz wird i.
Hochvak. getrocknet.

Alkylierung der freien Hydroxylgruppen in 3- bzw. 4-Position

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins eingewogen
und mit einer Losung von 10 Aquiv. Kalium-fert-butylat in 2 ml absol. N,N-
Dimethylformamid 15 Minuten bei Raumtemp. geschiittelt. Man filtriert das Harz ab
und versetzt es mit einer Losung von 30 Aquiv. des entsprechenden Alkylierungsmittel
in 2 ml N,N-Dimethylformamid und ldsst eine Stunde bei Raumtemp. schiitteln. Man
filtriert ab und wéscht zunédchst dreimal mit jeweils 3 ml N, N-Dimethylfomamid und
dann nacheinander mit je 3 ml Methanol, N,N-Dimethylformamid, Methanol,
Dichlormethan und Diethylether. Das Harz wird i. Hochvak. getrocknet.
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Amidbildung an den freien Aminofunktionen in 2- bzw. 6-Positon

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins eine Stunde in
ca. 2 ml N, N-Dimethylformamid vorgequollen. In einem Kolben wird eine Losung aus
5.0 Aquiv. der entsprechenden Carbonséure, 5.0 Aquiv. HBTU, 5.0 Aquiv. HOBt und
10.0 Aquiv. Hiinigs Base in 2.0 ml absol. N,N-Dimethylformamid vorbereitet. Man
vereinigt die Losung mit dem vorgequollenen Harz und ldsst die Mischung 12 Stunden
bei Raumtemp. schiitteln. AnschlieBend filtriert man das polymergebundene
Kohlenhydrat ab und wischt sorgfiltig dreimal mit jeweils 3 ml
N,N-Dimethylformamid, sowie mit jeweils 3 ml Methanol, N,N-Dimethylformamid,
Methanol, Dichlormethan und Diethylether. Das Harz wird i. Hochvak. getrocknet.

Abspaltung der festphasengebundenen 2,6-Diaminoglucose-Derivate

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel® gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins mit 40 mg
Mercaptomethylpolystyrol (Beladung 4.00 mmol/g) versetzt und kurz in ca. 2 ml
Dichlormethan vorgequollen. Man entfernt das iiberschiissige Dichlormethan, zieht
3.0 ml einer 50%-igen Losung von Trifluoressigsdure in Dichlormethan in die Spritze
auf und lésst die Mischung 30 Minuten bei Raumtemp. schiitteln. Man filtriert das Harz
ab und versetzt ein zweites Mal mit 3.0 ml 50%-iger Trifluoressigsdure in
Dichlormethan und lisst erneut 30 Minuten bei Raumtemp. schiitteln. Man filtriert das
Harz ab und wéscht noch zweimal mit jeweils 1.0 ml 50%-iger Trifluoressigsdure in
Dichlormethan nach. Man vereinigt die Filtrate und die Waschlosung und engt die
Losung vollstidndig i. Vak. ein. Zum Entfernen der restlichen Trifluoressigsdure wird
der Riickstand in 1.0ml Chloroform aufgenommen und {ber festes
Natriumhydrogencarbonat filtriert. Daflir wird eine mit einer Polyethylenfritte
verschlossene 5 ml-Spritze mit 2 ml festem Natriumhydrogencarbonat befiillt und
anschlieBend mit einer weiteren Fritte verschlossen. Man wischt noch dreimal mit
jeweils etwa 1 ml Chloroform nach. Danach wird das Losungsmittel vollstindig i. Vak.
entfernt.

Abspaltung der festphasengebundenen 2,6-Diaminoglucose-Derivate unter
Glycosylierung

In einer mit einer Polyethylenfritte verschlossenen 5 ml-Spritze werden 120 mg des an
Aminomethylpolystyrol gebundenen (Beladung 0.42 mmol/g) bzw. 200 mg des an
Tentagel” gebundenen (Beladung 0.20 mmol/g) Kohlenhydratbausteins mit 3 ml einer
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7.5%-igen Losung des Akzeptoralkohols in absol. Dichlormethan gewaschen und nach
Zugabe einer Losung von 2.5 Aquiv. N-Bromsuccinimid und 3 Aquiv. 2,6-Di-tert-
butylpyridin in 2ml einer 7.5%-igen Losung des Akzeptoralkohols in absol.
Dichlormethan 20 Minuten bei Raumtemp. geschiittelt. AnschlieBend wird die Losung
durch die Fritte zu einer Losung von 3 Aquiv. Tetraethylammoniumbromid und
5 Aquiv. Cyclohexen in 2ml absol. Dichlormethan filtriert, das Harz mit dem
entstehenden Gemisch nachgewaschen und die vereinigten Losungen 3 Stunden in
einem geschlossenen Gefda3 bei Raumtemp. belassen. Nach dieser Zeit 6ffnet man das
GefaBl und lésst die fliichtigen Komponenten der Reaktionsmischung verdunsten. Im
Fall weniger fliichtiger Akzeptoralkohole kann auch Vakuum angelegt werden.

Zur Reinigung des abgespaltenen Produktes wird eine 5 ml-Spritze mit einer
Polyethylenfritte verschlossen, mit 2 ml Kieselgel gefiillt und mit 2-3 ml Cyclohexan
konditioniert. Das Substanzgemisch wird in einer mdglichst geringen Menge
Dichlormethan gelost und auf die Kieselgelschicht aufgebracht. Man wéscht mit 10 ml
Cyclohexan und eluiert das gewiinschte Produkt mit einer Mischung von Cyclohexan
und Ethylacetat (Zusammensetzung je nach Polaritit der zu eluierenden Substanz).
Anschliefend wird das Solvens i. Vak. entfernt.

5.4.2 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.1

Beladung des Rink-Amid-Polymers (Polymer 56)

In einem Festphasenreaktor werden 2.81 g (1.96 mmol) Fmoc-geschiitztes Rink-Amid-
Harz (1 % Divinylbenzol, Partikelgrosse: 100-200 mesh; Beladung: 0.70 mmol/g) in
15 ml N,N-Dimethylformamid suspendiert, einel Stunde geschiittelt und anschlieSend
abfiltriert. Das gequollene Harz wird noch zweimal mit jeweils 10 ml
N,N-Dimethylformamid gewaschen und anschlieBend mit 20 ml einer 20%-igen Losung
von Piperidin in Dimethylformamid versetzt und 20 Minuten geschiittelt. Danach wird
abfiltriet und man widscht das Harz griindlich mit jeweils 10 ml
N,N-Dimethylformamid, Methanol, N, N-Dimethylformamid, Methanol, Dichlormethan
und Diethylether.

In einem Kolben werden 1.00 g (1.64 mmol) des Glucose-Scaffolds 29 in 15 ml absol.
N,N-Dimethylformamid gelost. Die Losung wird dann mit 620 mg (1.64 mmol) HBTU,
250 mg (1.64 mmol) HOBt-Monohydrat und 3.89 ml (3.04 g, 16.4 mmol) Hiinigs Base
versetzt.

Unter Argonatmosphire wird das Harz anschlieend mit dieser Losung vereinigt und 12
Stunden geschiittelt. Danach wird der polymere Triger abfiltriert, und es wird dreimal
mit jeweils 10 ml N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 10 ml Methanol,
Dichlormethan und Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.
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Zum Cappen der nicht umgesetzten Aminofunktion des mit Kohlenhydrat beladenen
Harzes wird dieses zunéchst eine Stunde in 15 ml N,N-Dimethylformamid gequollen
und anschlieBend zweimal mit jeweils 10 ml N, N-Dimethylformamid gewaschen.
Danach wird das Harz mit 15 ml einer Mischung aus zwei Teilen Pyridin und einem
Teil Acetanhydrid iiberschichtet und 15 Minuten geschiittelt. Dann wird das Harz
abfiltriert und sorgfaltig dreimal mit jeweils 10 ml N, N-Dimethylformamid und danach
mit jeweils 10 ml Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und i.
Hochvak. getrocknet.

Durch HRMAS-1H-NMR-Spektroskopie kann eine Beladung des so dargestellten
festphasengebundenen Kohlenhydratscaffolds 56 von 0.42 mmol/g bestimmt werden,
was einer Kupplungsausbeute von 60 %, bezogen auf die Anfangsbeladung des
Polymers, entspricht.

Spaltung der Allyloxycarbonyl-Schutzgruppe

In einem Glasreaktor werden 2.4 g (1.0 mmol) des Polymers 56 (Rink-Amid-Harz,
Beladung 0.42 mmol/g) mit 30 ml entgastem, absol. Dioxan 20 Minuten bei Raumtemp.
geschiittelt. Man filtriert ab und versetzt mit einer Losung aus 116 mg (100 pmol)
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium und 780 mg (5 mmol) p-Toluolsulfinsidure in
20 ml entgastem, absol. Dioxan versetzt und 12 Stunden unter Lichtausschluss bei
Raumtemp. geschiittelt. Nach dem Entfernen der Reaktionslosung wischt man zunichst
dreimal mit je ca. 15 ml Dioxan. AnschlieBend wischt man mit jeweils ca. 15 ml
N,N-Dimethylformamid, Methanol, Dichlormethan und zuletzt Diethylether und
trocknet das Harz im Hochvakuum.

Parallelsynthese

In 16 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden je 120 mg des
Polymers 62 (Rink-Amid-Harz, 2-NH,, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Nach dem
Quellen der Proben in absol. N,N-Dimethylforamid setzt man die Proben entsprechend
der allgemeinen Vorschrift fiir die Amidbildung in der 2-Position durch 12-stiindiges
Schiitteln mit einer Losung von je 0.25 mmol Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-Thr(z-Bu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-
OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Asp(¢-Bu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-
OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Tyr(#~-Bu)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Trp(Trt)-OH und
Fmoc-His(Trt)-OH in je 2.5 ml absol. N,N-Dimethylformamid unter Zusatz von jeweils
0.25 mmol HBTU, 0.25 mmol HOBt und 0.50 mmol Hiinigs Base um. Das Polymer
wird danach abfiltriert und es wird mit dreimal mit jeweils 2 ml N, N-Dimethylformamid
und dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und i.
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Hochvak. getrocknet. Die Abspaltung vom polymeren Tréger erfolgt nach der
allgemeinen Vorschrift mit 50%-iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit
Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (63)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.1 mg (75 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 2-NHAloc,
[M +Na]"), 607.3 (17 %, 63, [M—TBS+Na]", ber. 607.3); 7212 (30 %, 63,
[M + Na]’, ber. 721.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient I1X): 2.4 (41 %) 6.4 min (22 %, Fmoc-Ala-
OH); 6.4 8.8 min (20 %, 63).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.4 mg (7 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=24.1 min (49 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, = 38 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.74 (d, 2H, *Juzua=Jusue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.57 (d, 2H, *Juim="Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.40 (t, 2H,
-3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.30 (t, 2H, “Jus.ns= Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.45 (d, 1H, aNH, Ala); 5.43 (d, i = 7.9 Hz, 1H, 2-NH); 5.16 (d, 1H,
312=10.6 Hz, H-1); 4.55 (m, 1H, aCH, Ala); 4.39 (d, 2H, CH,, Fmoc); 4.18 (t, 1H,
CH, Fmoc); 3.78-3.39 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"); 2.90 (m, 2H, S-CH,);
2.44 (t, 2H, CH,-CONH>); 1.38 (m, 3H, BCHs, Ala); 0.85 (s, 9H, terz-Butyl, TBS); 0.08,
0.03 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 718.0 (25 %, [M + Ca]*", ber.
718.2); 721.2 (100 %, [M + Na]", ber. 721.3); 737.1 (31 %, [M + K]", ber. 737.4); 779.2
(61 %); 795.3 (26 %).

C33H46N60O7SS1 (698.90)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-valyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-
O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (64)
Neben dem gewiinschten Produkt 64 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-valyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 64’ isoliert werden.
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Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.9 mg (74 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =363.2 (28 %, [M+ 2H]*", ber.
364.5); 613.1 (20 %, 64°, [M +H]", ber. 613.2); 635.1 (20 %, 64°, [M + Na]", ber.
635.2); 749.2 (64 %, 64, [M + Na]", ber. 749.9).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, ELS): 5.2 min (48 %, 64’); 6.2 min
(22 %); 8.8 min (30 %, 64).

Gewiinschtes Produkt (64): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.0 mg (5.5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=26.0 min (26 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 38 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.75 (d, 2H, *Juzua=Jus.e=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.59 (d, 2H, *Juim=Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.38 (t, 2H,
-3 = Jney= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H, *Jus.na=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.16 (d, 1H, *Jxp.ne = 8.1 Hz, aNH, Val); 5.36 (d, 1H, *Jxu. = 8.8 Hz, 2-
NH); 4.76 (d, 1H, *J,5=19.6 Hz, H-1); 4.40 (m, 2H, CH,, Fmoc); 4.19 (t, 1H, CH,
Fmoc); 4.00 (m, 1H, oCH, Val); 3.84 (m, 1H, H-3); 3.44 (m, 5H, H-2, H-4, H-5, H-6,
H-6"); 2.88 (m, 2H, S-CH,); 2.50 (t, 2H, CH,-CONH,); 2.12 (d, 1H, *J yjoisp = 3.7 Hz,
BCH,, Val); 0.91, 0.90 (2s, 6H, yCHs, Val); 0.84 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.06, 0.00
(2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prap. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =746.1 (62 %,
[2M + Ca]*", ber. 746.3); 749.2 (64 %, [M + Na]", ber. 749.3).

C35Hs50N6O7SS1 (726.96)

Desilyliertes Produkt (64°): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.0 mg (6.5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R = 14.1 min (39 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule B, Gradient VI; Ry = 17 min.

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =326.3 (80 %,
[M + Ca]™, ber. 326.4); 632.3 (54 %, [2M + Ca]*", ber. 632.7).

CaoH36N605S (612.70)
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3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (65)

Neben dem gewiinschten Produkt 65 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3--D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 65’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 47.6 mg (128 %)).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (90 %, 2-NHAloc,
[M +Na]"); 649.2 (87 %, 65°, [M + Na]’, ber. 649.3); 763.1 (100 %, 65, [M + Na]", ber.
764.0).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 5.7 min (37 %, 65°); 6.8 min (19 %);
9.3 min (41 %, 65).

Gewiinschtes Produkt (65): Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 3.6 mg (10 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=27.8 min (42 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 42 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.74 (d, 2H, *Juzua=Jus.ue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.56 (d, 2H, *Juim=Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.37 (t, 2H,
T3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.30 (t, 2H, *Jiss = Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.43 (d, 1H, *Jnine = 9.8 Hz, aNH, Leu); 5.31 (d, 1H, *Jny = 9.2 Hz, 2-
NH); 4.52 (d, 1H, H-1); 4.43 (d, 2H, CH,, Fmoc); 4.33 (t, 1H, aCH, Leu); 4.19 (t, 1H,
CH, Fmoc); 3.76 (m, 1H, H-3); 3.44 (m, 5H, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6"); 2.81 (m, 2H,
S-CH,); 2.44 (t, 2H, CH,-CONH,); 1.60 (m, 3H, BCH,, yCH, Leu); 0.91, 0.90 (2s, 6H,
8CHs, Leu); 0.84 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.07, 0.03 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =760.7 (21 %,
[2M + Ca]*, ber. 761.0); 763.1 (42 %, [M + Na]", ber. 764.0).

C36Hs52N6O7SS1 (740.98)

Desilyliertes Produkt (65°): Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 4.8 mg (15 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R = 15.7 min (40 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule C, Gradient VI; R; = 18 min.

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =646.5 (32 %,
[2M + Ca]*, ber. 646.2); 648.9 (30 %, [M + Na]", ber. 649.3).

C30H33N605S (626.72)
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3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-threonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid 66

Neben dem gewiinschten Produkt 66 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-threonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 66’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 34.8 mg (96 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (83 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 637.2 (14 %, 66, [M + Na]", ber. 637.2); 751.2 (100 %, 66, [M + Na]", ber.
751.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 4.7 min (26 %, 66°); 7.8 min (68 %,
66).

Gewiinschtes Produkt (66): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 4.2 mg (11.5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=22.8 min (69 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 30 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.74 (d, 2H, *Juzua=Jusue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.59 (d, 2H, *Juime=Ju7us=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.40 (t, 2H,
-3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H, “Jys.na= Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.68 (d, 1H, *Jp.ne = 9.6 Hz, NH, Thr); 5.95 (d, 1H, *Jximo= 8.8 Hz, 2-
NH); 4.57 (d, 1H, *J,,=11.3 Hz, H-1); 4.50 (m, 3H, BCH, Thr); 4.41 (d, 2H, CH,,
Fmoc); 4.06 (d, 1H, aCH, Thr); 4.20 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.76 (m, 1H, H-3); 3.43 (m,
5H, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6"); 2.93-2.84 (m, 2H, S-CH,); 2.48 (t, 2H, CH,-CONH,);
1.11 (d, 3H, yCHs, Thr); 0.84 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.06, 0.01 (2s, 6H, 2 x CH;,
TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =748.6 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 748.9); 751.2 (98 %, [M + Na]", ber. 751.9).
C34H4gNOgSSi (728.93)

Desilyliertes Produkt (66°): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.1 mg (4 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: Analytische HPLC: Sdule A, Gradient II; Ry = 12.5 min (27 % bei A = 254 nm);
semi-praparative HPLC: Saule C, Gradient VI; R;= 15 min.

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =637.2 (14 %, 66,
[M + Na]+, ber. 6372) C28H34N608S (61467)
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3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-cystyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (67)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.7 mg (74 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.2 (95 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 753.6 (5 %, [M + Na]", ber. 753.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, ELS-Detektion): 8.0 min (79 %, 67);
9.2 min (16 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 8.9 mg (25 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=17.9 min (17 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Sédule C, Gradient IV; Ry = 28 min.

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =754.5 (100 %,
[M + Na]", ber. 753.3).

C33H46N607S,S1 (730.97)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionséiure-
amid (68)

Neben dem gewiinschten Produkt 68 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 68 nachgewiesen werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 37.8 mg (100 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.0 (100 %, 2-NHAloc,
[M +Na]"); 644.4 (8 %, 68°, [M + H]J, ber. 645.2); 677.1 (12 %, 68, [M + Na]", ber.
677.2); 781.0 (18 %, 68, [M + Na]’, ber. 781.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): Die Massen, die im ESI-MS-
Spektrum des Rohprodukts auftreten sind, konnen im HPLC-MS-Spektrum nicht
gefunden werden.

Da somit keine Zuordnung der einzelnen Peaks moglich ist, wird weder das gewiinschte
Produkt 68 noch das desilylierte Produkt 68’ isoliert.

Cs35H50N607S,S1 (759.02)
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3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-arginyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (69)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 29.4 mg (75 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (21 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 784.2 (100 %, [M + H]", ber. 784.4); 806.2 (5 %, [M + Na]", ber. 806.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): Die Massen, die im ESI-MS-
Spektrum des Rohprodukts auftreten, konnen im HPLC-MS-Spektrum nicht gefunden
werden.

Da somit keine Zuordnung der einzelnen Peaks mdglich ist, kann das gewiinschte
Produkt 69 nicht isoliert werden.

C36Hs3N6O7SS1 (784.01)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-lysyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-
O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (70)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 19.9 mg (45 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (32 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 756.3 (10%, [M + H], ber. 756.3); 778.3 (100%, [M + Na]", ber. 778.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdaule D, Gradient X, A = 210-220 nm). 8.5 min (47 %); 10.1
min (41 %, 70).

Das Produkt kann nach der semi-préparativen HPLC nicht isoliert werden.
HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R; = 30.1 min (58 % bei A = 254 nm).

ESI-MS (nach semi-prdp. HPLC, Waters), positiv [m/z] =756.3 (100 %, [M + H]", ber.
756.4); 778.2 (26 %, [M + Na]", ber. 778.3).

C36Hs3N;04SSi (756.00)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-aspartyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (71)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 32.1 mg (86 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =393.3 (100 %, [M +H + Na]*,
ber. 395.1); 585.1 (72 %); 765.3 (65 %, [M + Na]", ber. 765.3); 781.4 (30 %, [M + K]",
ber. 781.4).
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HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X, ELS): 1.39 min (77 %, 71); 8.1 min
(22 %).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=6.0 min (61 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R = 15 min.

Das gewiinschte Produkt kann nach der priparativen HPLC nicht isoliert werden. Es
werden 1.1 mg eines Substanzgemischs isoliert.

ESI-MS (des Substanzgemischs nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 406.2
(23 %, [M - Asp(Fmoc) + H]", ber. 406.2); 428.2 (100 %, [M - Asp(Fmoc) + Na]", ber.
428.2); 464.3 (47 %, 6-NH,, 2-NH-Aloc, [M + H]", ber. 464.2); 486.2 (71 %, 6-NH,,
2-NH-Aloc, [M + Na]", ber. 486.2).

C34H46N60,SSi (742.91)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-asparaginyl)-amino-2-desoxy-6-azido-
6desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiure-
amid (72)

Neben dem gewiinschten Produkt 72 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-asparaginyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 72’ nachgewiesen werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 36.6 mg (85 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =377.1 (100 %); 512.1 (57 %, 2-
NHAloc, [M +Na]"); 650.1 (7%, 72°, [M+Na]", ber. 650.2); 764.2 (54 %, 72,
[M + Na]’, ber. 764.2); 780.1 (12 %, 72, [M + K], ber. 780.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, 2 = 250-256 nm): 4.1 min (21 %, 72°);
6.9 min (53 %, 72); 10.2 min (25 %).

Gewiinschtes Produkt (72): Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 1.7 mg (4 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=19.2 min (60 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 31 min.

300 MHz-"H-NMR ~ (CDCIl;  mit  MeOD):  S[ppm]=7.57 (d, 2H,
Tis-ia= Jnse= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.43 (d, 2H, *Juim2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.22 (m, 2H, H2-, H7-Fmoc); 7.30 (t, 2H, *Jis.ns= "Jus-ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 5.13 (d, 1H, 2-NH); 4.43 (m, 5H, H-1, aCH, Asn, CH, CH,, Fmoc); 3.78-
3.39 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"); 2.68 (m, 2H, S-CH,); 2.45 (m, 2H, BCH,,
Asn); 2.29 (m, 2H, CH,-CONH,); 0.65 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); -0.11, -0.17 (2s, 6H,
2 x CHs, TBS).
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ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =761.3 (32%, [2M + Ca]*,
ber. 761.3).

C34H47N705SSi (741.93)
Desilyliertes Produkt (72°): wird nicht isoliert.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R;=10.1 min (14 % bei A = 254 nm);
Semi-préaparative HPLC: Gradient VI; R, = 15 min.

CasH33N;05S (627.67)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (73)

Neben dem gewiinschten Produkt 73 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 73’ nachgewiesen werden.

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 46.2 mg (105 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =377.1 (100 %); 512.1 (59 %, 2-
NHAloc, [M+Na]"); 644.1 (6%, 73’, [M+Na]’, ber. 644.2); 7782 (60 %, 73,
[M + Na]’, ber. 778.3); 794.1 (12 %, 73, [M + K], ber. 794.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, ELS): 4.0 min (3 %, 73); 6.9 min
(12 %, 73); 8.4 (18 %);10.3 min (67 %).

Gewiinschtes Produkt (73): Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 2.0 mg (5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=19.4 min (78 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry =31 min.

300 MHz-"H-NMR ~ (CDCIl;  mit  MeOD):  S[ppm]=7.66 (d, 2H,
Tis-ia= Jnse= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.52 (d, 2H, *Juim2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.30 (t, 2H, “Juoms=Juens=7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.19 (t, 2H,
Jis-ta = Jns.ie = 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.51 (m, 1H, aNH, Gln); 5.21 (s, 1H, 2-NH);
4.52 (m, 1H, H-1); 4.43 (m, 2H, CH,, Fmoc); 4.11 (m, 2H, CH, Fmoc, «CH, Gln); 3.78-
3.39 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"); 2.85 (m, 2H, S-CH,); 2.38 (t, 2H,
CH,-CONH,); 2.15 (m, 2H, yCH2, Gln); 1.98 (m, 1H, BCH, Gln); 1.79 (m, 1H, BCH,
Gln); 0.73 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); -0.04, -0.12 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =776.1 (100 %, [2M + Ca]*",
ber. 795.1); 778.2 (42 %, 73, [M + Na]", ber. 778.3).
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C35H49N705SSi (755.96)
Desilyliertes Produkt (73°): wird nicht isoliert.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R;=10.3 min (5 % bei A =254 nm);
semi-priparative HPLC: Gradient VI; Ry = 15 min.

CaoH3sN;04S (641.70)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (74)

Neben dem gewiinschten Produkt 74 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 74’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 23.8 mg (61 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 683.1 (98 %, 74’ [M + Na]", ber. 683.3); 797.1 (61 %, 74, [M + Na]", ber.
797.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 5.9 min (48 %, 74°); 6.4 min (11 %);
6.9 min (27 %); 9.2 min (32 %, 74).

Gewiinschtes Produkt (74): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.8 mg (4.6 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=27.3 min (19 % bei A =254 nm); semi-
préaparative HPLC: Gradient VI; R; = 43 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.75 (d, 2H, *Juzua=Juse=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.49 (d, 2H, *Juim = Jurus=7.7 Hz, H1-, H8-Fmoc); 7.37 (t, 2H,
-3 = Jner = 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.30 (m, 3H, ¢CH, Phe, H3-, H6-Fmoc); 7.27
(m, 5H, 2 8CH, eCH’, {CH, Phe); 6.32 (d, 1H, *Jnp.e = 9.8 Hz, aNH, Phe); 5.26 (d, 1H,
2-NH); 4.57 (d, 1H, *J;,=10.3 Hz, H-1); 4.43 (m, 3H, CH,, Fmoc, aCH, Phe); 4.15 (t,
1H, CH, Fmoc); 3.78-3.39 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6"); 3.07 (m, 2H, CH.,
Phe); 2.85 (m, 2H, S-CH,); 2.38 (t, 2H, CH,-CONH,); 0.83 (s, 9H, tert-Butyl, TBS);
0.05, -0.04 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =407.4 (10 %, [M + Ca]*", ber.
407.5); 795.5 (32%, [2M + Ca]*", ber. 795.1); 797.3 (44%, [M + Na]", ber. 797.3).

C39H50N6O7SS1 (775.00)
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Desilyliertes Produkt: (74°) Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.1 mg (6.4 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R = 16.3 min (43 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule B, Gradient VI; R; = 23 min.

ESI-MS  (nach  semi-prdap. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =350.3 (31 %,
[M + Ca]™, ber. 350.4); 680.3 (25 %, [2M + Ca]*", ber. 680.8); 683.1 (20 %, [M + Na]",
ber. 683.7).

C33H36N604S (660.74)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (75)

Neben dem gewiinschten Produkt 75 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 75 nachgewiesen werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 34.1 mg (74 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.0 (100 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 699.0 (5 %, 75°, [M + Na]’, ber. 699.2); 813.0 (12 %, 75, [M + Na]", ber.
813.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX): 7.1 min (3 %, 75’); 8.9 min (85 %);
9.2 min (5 %).

Gewiinschtes Produkt (75): Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 2.4 mg (5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=22.4 min (48 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 32 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.75 (d, 2H, *Juzua=Jus.e= 7.4 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.51 (d, 2H, *Juime="Jurus=7.3 Hz, HI-, H8-Fmoc); 7.39 (t, 2H,
-3 = “Jen = 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.28 (d, 2H, y1CH, y2CH, Tyr); 7.17 (t, 2H,
T4 = Jusue = 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.71 (d, 2H, e1CH, €2CH, Tyr); 6.32 (d, 1H,
3Intete = 9.8 Hz, aNH, Tyr); 5.69 (m, 1H, 2-NH); 5.26 (d, 1H, H-1); 4.54 (m, 1H, aCH,
Tyr); 4.36 (m, 2H, CH,, Fmoc); 4.14 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.78-3.39 (m, 6H, H-2, H-3,
H-4, H-5, H-6, H-6"); 3.02 (m, 1H, BCH, Tyr); 2.83 (m, 3H, S-CH,, BCH’, Tyr); 2.41 (t,
2H, CH,-CONHy>); 0.82 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.04, -0.04 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =415.2 (8 %, [M + Ca]*", ber.
415.6); 810.2 (71 %, [2M + Ca]*", ber. 810.3); 813.3 (100 %, [M + Na]", ber. 813.3).
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C39Hs50NgOgSSi (791.00)
Desilyliertes Produkt (75°): wird nicht isoliert.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R, = 14.9 min (43 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule B, Gradient VI; R; = 23 min.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 699.2.1 (20 %, [M + Na]", ber.
699.2).

C33H36N6O05S (676.74)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-prolyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (76)

Neben dem gewiinschten Produkt 76 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 76 nachgewiesen werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.7 mg (73 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.0 (100 %, 2-NHAloc,
[M + Na]"); 633.1 (22 %, 76°, [M + Na]’, ber. 633.2); 724.1 (5%, [M+H]", ber.
724.2);747.1 (19 %, 76, [M + Na]", ber. 747.3); 763.1 (4 %, 76, [M + K]', ber. 763.2).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 6.93 min (24 %, 76’); 7.37 min
(28 %); 8.15 min (47 %, 76).

Das Produkt kann nach der semi-préparativen HPLC nicht isoliert werden.
HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R; = 25.4 min (20 % bei A = 254 nm).

ESI-MS (aus analytischer HPLC, Waters), positiv [m/z] =743.3 (32 %, [2M + Ca]*",
ber. 743.3); 779.3 (100 %).

C35HagN6O7SSi (724.94)

Desilyliertes Produkt (76°) wird nicht isoliert.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R; = 14.9 min (49 % bei A = 254 nm).
C29H34N¢O7S (610.68)
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3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-histidyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsaureamid (77)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 34.5 mg (78 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, Thermoquest), positiv [m/z] = 406.1 (10 %, [M+ Ca]*", ber.
407.5); 512.1 (23 %, 2-NHAloc, [M + Na]"); 765.2 (100 %, [M +H]", ber. 798.3);
787.2 (7 %, [M + Na]", ber. 787.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 5.1 min (14 %); 6.1 min (26 %);
6.5 min (21 %); 9.2 min (36 %, 77).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 1.6 mg (4 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=21.6 min (12 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 34 min.

300 MHz-"H-NMR ~ (CDCl;  mit  MeOD):  S[ppm]=7.61 (d, 2H,
Jis-ia = Jns.e= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.42 (d, 2H, HI-, H8-Fmoc); 7.33 (s, 1H,
81CH, His); 7.27 (t, 2H, *Jupms3 = Juen7=7.7 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.18 (m, 2H,
Jis-na = Jus.e= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 7.13 (s, 1H, 62CH, His); 6.64 (d, 1H, aNH,
His); 5.20 (m, 1H, 2-NH); 4.40 (d, 1H, H-1); 4.30 (m, 3H, CH,, Fmoc, aCH, His); 4.14
(t, 1H, CH, Fmoc); 3.93 (m, 1H, H-3); 3.70-3.28 (m, 7H, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6",
BCH,, His); 2.73 (m, 2H, S-CH,); 2.32 (t, 2H, CH,-CONH,); 0.70 (s, 9H, fert-Butyl,
TBS); -0.07, -0.14 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prdp. HPLC, Waters), positiv [m/z] =765.2 (100 %, [M + H]", ber.
765.3).

C36H4sN3O7SS1 (764.97)

3-(2-(N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tryptophyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (78)

Neben dem gewiinschten Produkt 78 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-(N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tryptophyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3--D-
glucopyranosylmercapto]-propionsédureamid 78’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 40.0 mg (98 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, Thermoquest), positiv [m/z] = 428.1 (17 %, [M+ Ca]*", ber.
426.6); 512.1 (100 %, 2-NHAloc, [M + Na]"); 724.1 (30 %, 78’, [M + Na]", ber. 723.3).
836.1 (15 %, 78, [M + Na]", ber. 836.3).
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HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 3.1 min (83 %); 4.5 min (10 %, 78’);
8.9 min (6 %, 78).

Gewiinschtes Produkt (78): Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 2.5 mg (6 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=25.8 min (32 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 37 min.

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =426.6 (30 %,
[M + Ca]™, ber. 427.0); 795.5 (80 %, [2M + Ca]*", ber. 795.1); 836.3 (81 %, [M + Na]",
ber. 836.3).

C41H5:N707S8S1 (814.04)

Desilyliertes Produkt (78’): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.8 mg (5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R = 16.0 min (19 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule B, Gradient VI; R; = 24 min.

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =369.5 (100 %,
[M + Ca]™, ber. 369.6); 719.6 (22 %, [2M + Ca]*", ber. 719.2); 723.8 (20 %, [M + Na]",
ber. 723.3).

C35H37N;04S (699.78)

5.4.3 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.2

Beladung des Rink-Tentagel-S-NH,® Harzes (Polymer 79)

In einem Festphasenreaktor werden 4.61 g (1.06 mmol) Fmoc-geschiitztes Rink-
Tentagel-S-NH,® Harz (1 % Divinylbenzol, Partikelgrosse: 100-200 mesh; Beladung:
0.23 mmol/g) in 30 ml N,N-Dimethylformamid suspendiert, eine Stunde geschiittelt und
anschlieBend abfiltriert. Das gequollene Harz wird noch zweimal mit jeweils 30 ml
N,N-Dimethylformamid gewaschen und anschlieBend mit 40 ml einer 20%-igen Losung
von Piperidin in N,N-Dimethylformamid versetzt und 20 Minuten geschiittelt. Danach
wird abfiltriert und das Harz griindlich mit jeweils 20 ml N, N-Dimethylformamid,
Methanol, N,N-Dimethylformamid, Methanol, Dichlormethan und Diethylether
gewaschen.

In einem Kolben werden 650 mg (1.06 mmol) des Glucose-Scaffolds 29 in 15 ml absol.
N,N-Dimethylformamid gelost. Die Losung wird dann mit 403 mg (1.06 mmol) HBTU,
163 mg (1.06 mmol) HOBt und 2.54 ml (1.98 g, 10.6 mmol) Hiinigs Base versetzt.
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Unter Argonatmosphire wird das Harz anschlieend mit dieser Losung vereinigt und 12
Stunden geschiittelt. Danach wird das Harz abfiltriert und es wird mit dreimal mit
jeweils 20 ml N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 20 ml Methanol,
Dichlormethan und Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet.

Zum Cappen der nicht umgesetzten Aminofunktion des mit Kohlenhydrat beladenen
Harzes wird dieses zunéchst eine Stunde in 30 ml N,N-Dimethylformamid gequollen
und anschlieBend zweimal mit jeweils 20 ml N, N-Dimethylformamid gewaschen.
Danach wird das Harz mit 30 ml einer Mischung aus zwi Teilen Pyridin und einem Teil
Acetanhydrid tiberschichtet und 15 Minuten geschiittelt. Dann wird das Harz abfiltriert
und sorgfiltig dreimal mit jeweils 20 ml N,N-Dimethylformamid und danach mit
jeweils 20 ml Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und i. Hochvak.
getrocknet.

Durch HRMAS-1H-NMR-Spektroskopie kann eine Beladung des so dargestellten
festphasengebundenen Kohlenhydratscaffolds 79 von 0.20 mmol/g bestimmt werden,
was einer Kupplungsausbeute von 87 %, bezogen auf die Anfangsbeladung des
Polymers, entspricht.

5.4.3.1 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.2.1

Parallelsynthese A

In 6 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-Spritzen werden jeweils 200 mg des
Polymers 79 (Rink-Tentagel-S-NH," Harz, Beladung 0.20 mmol/g) eingewogen. Zuerst
wird der Silylether nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Spaltung des fert-Butyl-
dimethylsilylethers mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Losung in Acetonitril
gespalten. Im nichsten Schritt setzt man die Proben nach dem Quellen in einer 1%-igen
Losung von 4-Dimethylaminopyridin in Dioxan nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift
zur Carbamatbildung in der 3- und 4-Position durch 12-stiindiges Schiitteln mit jeweils
einer 10%-igen  Losung von  4-Cyanophenylisocyanat,  Benzylisocyanat,
4-Chlorphenylisocyanat, 3,4-Dichlorphenylisocyanat, 3-Fluorphenylisocyanat und
4-Fluorphenylisocyanat in je 2.0 ml Dioxan zu den jeweiligen Carbamaten um. Das
Polymer wird anschlieBend abfiltriert, zweimal mit jeweils 2 ml Dioxan, danach
zweimal mit jeweils 2 ml N, N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 2 ml Methanol,
Dichlormethan und Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Die
Abspaltung vom polymeren Tréager erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift mit 50%-
iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-
cyanophenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiaureamid (81)

Das gewiinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden. Statt dessen wird das
doppelt carbamoylierte Produkt 3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-O-(di-(4-cyanophenyl)-allophanat)-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsdureamid (81”) nachgewiesen und isoliert.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 14.0 mg (67 %).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 0.7 mg (3.4 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=24.2 min (17 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient V; R; = 22 min.

ESI-MS (nach semi-prdp. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 663.5 (100 %, [M + H]", ber.
664.2); 685.5 (46 %, [M + Na]", ber. 686.2); 701.5 (29 %, [M + K], ber. 702.7).

Ca2oH20N505S (663.66)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-
(benzylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (82)

Das gewiinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden. Statt dessen kann das
doppelt carbamoylierte Produkt 3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-
desoxy-3-0O-(dibenzylallophanat)-f-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid
(82’) nachgewiesen werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 14.9 mg (73 %).
Das Produkt wird nicht isoliert.
HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R; = 18.1 min (7 % bei A = 214 nm).

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] = 642.3 (7 %, [M + H]", ber. 642.7); 664.3
(100 %, [M + Na]", ber. 664.7); 680.2 (29 %, [M + K]", ber. 680.8).

CaoH3sN;05S (641.70)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-
chlorophenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (83)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 18.0 mg (85 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 2.5 mg (12 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.



5 EXPERIMENTELLER TEIL 152

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=14.0 min (7 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient V; R; = 22 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.09 (d, 2H, *Ji2.1i3 = Jus-ue = 8.1 Hz, H2-, H6-,
p-Cl-Ph); 6.77 (d, 2H, *Juous =Jus.e = Hz, H3-, H4-, p-Cl-Ph); 6.53 (s, 1H, NH,
Carbamat, ArNHCO); 5.75 (d, 1H, NH, Carbamat, Aloc); 5.36 (m., 1H, CH, Allyl);
5.06 (d, 1H, H-1); 4.74 (d, 1H, *Jyans = 16.6 Hz, =CH,, H™", Allyl); 4.52 (m, 2H, O-
CH,, Allyl); 4.28 (d, 1H, *J.s=9.6 Hz, =CH,, H™, Allyl); 4.03 (m, 2H, H-6, H-6");
3.29-3.01 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, S-CH,); 2.71 (m, 2H, CH,-CONH,).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =529.2 (37 %, [M + H]", ber.
529.1); 551.2 (46 %, [M+Na]’, ber. 551.1); 567.15 (31 %, [M+K]", ber. 702.7);
1057.3 (100 %, [2M +H]", ber. 1057.2); 1079.3 (39 %, [2M + Na]’, ber. 1079.2);
1097.3 (14 %, [2M + K]", ber. 1097.3).

Ca0HasCINGO5S (528.97)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(3,4-
dichlorophenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (84)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 16.8 mg (75 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 1.6 mg (7 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=15.8 min (29 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 25 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 8.96 (s, 2H, NH,, Amid); 7.66 (s, 1H, H2-,
3,4-Cl,-Ph); 7.17 (m, 2H, H5-, H6-, 3,4-Cl,-Ph); 6.36 (s, 1H, NH, Carbamat,
ArNHCO); 6.26 (d, 1H, NH, Carbamat, Aloc); 5.68 (m., 1H, CH, Allyl); 5.07 (d, 1H,
Jians = 16.6 Hz, =CH,, H™™, Allyl); 4.80 (d, 1H, H-1); 4.56 (d, 1H, *J;=9.6 Hz,
=CH,, HS, Allyl); 4.39 (m, 2H, O-CH,, Allyl); 3.65-3.36 (m, 8H, H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6, H-6’, S-CH,); 2.85 (m, 2H, CH,-CONH,).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =563.1 (41 %, [M + H]", ber.
563.1); 585.1 (49 %, [M + Na]’, ber. 585.1); 601.1 (25 %, [M + K], ber. 601.2); 1125.3
(59 %, [2M +H]", ber. 1025.2); 1127.3 (100 %, [2M + H+2]", ber. 1127.2); 1147.3
(41 %, [2M + Na]", ber. 1147.2); 1149.3 (60 %, [2M + Na+2]", ber. 1149.2); 1163.2
(9 %, [2M + K], ber. 1163.3); 1165.2 (17 %, [2M + K+2]", ber. 1165.3).

C2oH24CLNGO5S (563.41)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(3-fluorophenyl-
carbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (85)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 16.9 mg (83 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 1.4 mg (7 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=12.5 min (12 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R = 19 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): 6 [ppm] =9.05 (s, 2H, CONH,, Anker); 7.15 (m, 2H, H4-,
H6-, 3-F-Ph); 6.88 (t, 1H, H5-, 3-F-Ph); 6.52 (s, 1H, H2-, 3-F-Ph); 5.66 (s, 1H, NH,
Carbamat, ArNHCO); 5.48 (m., 1H, CH, Allyl); 5.07 (d, 1H, 2-NH); 4.86 (d, 1H,
Jians = 16.6 Hz, =CH,, H™™, Allyl); 4.76 (d, 1H, H-1); 4.38 (d, 1H, *J;=9.6 Hz,
=CH,, H®®, Allyl); 4.21 (m, 2H, O-CH,, Allyl); 3.44-3.17 (m, 8H, H-2, H-3, H-4, H-5,
H-6, H-6’, S-CHy); 2.95 (m, 2H, CH,-CONH,).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =513.2 (19 %, [M + H]", ber.
513.2); 535.2 (45 %, [M + Na]", ber. 535.2); 551.2 (25 %, [M + K], ber. 551.3); 1025.4

(100 %, [2M +H]", ber. 1025.3); 1047.4 (78 %, [2M + Na]", ber. 1047.3); 1063.4
(19 %, [2M + K], ber. 1063.3).

CaoHasFNGO-S (512.51)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-
fluorophenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (86)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 21.4 mg (104 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 3.1 mg (15 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=12.4 min (8 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R = 19 min.

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =513.2 (19 %, [M + H]", ber.
513.2); 535.2 (100 %, [M +Na]’, ber. 535.2); 551.1 (26 %, [M+XK]", ber. 551.3);
1025.4 (52 %, [2M + H]", ber. 1025.3); 1047.4 (91 %, [2M + Na]", ber. 1047.3); 1063.3
(11 %, [2M + K], ber. 1063.3).

CaoHasFNGO-S (512.51)
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Parallelsynthese B

In 5 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-Spritzen werden jeweils 120 mg des
Polymers 62 (Rink-Amid-Harz, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Zuerst wird der
p-Methoxybenzylether nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Spaltung des
tert-Butyldimethylsilylethers mit Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid-Lésung in
Acetonitril gespalten. Im nichsten Schritt setzt man die Proben nach dem Quellen in
einer 1%-igen Losung von DMAP in Dioxan nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur
Carbamatbildung in der 3- und 4-Position durch 12-stiindiges Schiitteln mit jeweils
einer 10%-igen Losung des entsprechenden Isocyanats (4-Methylmercaptophenyl-
isocyanat, Ethyl-4-isocyanatobenzoat, 4-Ethoxyphenylisocyanat, 3-Acetylphenyl-
isocyanat und 4-Isopropylphenylisocyanat) in je 2.0 ml Dioxan zu den jeweiligen
Carbamaten um. Das Polymer wird anschlieend abfiltriert und zunédchst zweimal mit
jeweils 2 ml Dioxan, danach zweimal mit jeweils 2 ml N,N-Dimethylformamid und
dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und 1.
Hochvak. getrocknet. Die Abspaltung vom polymeren Triager erfolgt nach der
allgemeinen Vorschrift mit 50%-iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit
Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-methyl-
mercaptocarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (87)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 22.6 mg (84 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 0.8 mg (3 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=13.8 min (59 % bei A =254 nm), semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, = 20 min.

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 541.3 (5 %, [M + H]",
ber. 541.2); 563.3 (100 %, [M + Na]", ber. 563.2).

C1H2sN604S; (540.61)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-ethoxy-
carbonylphenylcarbamoyl)--D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (88)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 23.8 mg (84 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 2.0 mg (7 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=13.5 min (62 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 19 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCl5): & [ppm] = 9.10 (s, 2H, CONH,, Anker); 7.76 (d, 2H, H3-,
H5-, 4-COOEt-Ph); 7.41 (d, 2H, H2-, H6-, 4-COOEt-Ph); 6.45 (s, 1H, NH, Carbamat,
AINHCO); 5.55 (m., 1H, CH, Allyl); 5.07 (d, 1H, 2-NH); 4.96 (d, 1H, Allyl,
ians = 16.6 Hz, =CH,, H™); 4.78 (d, 1H, H-1); 4.48 (d, 1H, =CH,, H®, Allyl,
37=19.6 Hz); 4.28 (q, 2H, CH,, COOEt); 4.15 (m, 2H, O-CH,, Allyl); 3.60-3.29 (m, 8H,
H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6’, S-CH,); 2.78 (m, 2H, CH,-CONH,); 1.19 (t, 3H, CHs,
COOEY).

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =589.34 (100 %,
[M + Na]’, ber. 589.2).

Ca3H30N605S (566.58)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-ethoxyphenyl-
carbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (89)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 20.9 mg (78 %).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.4 mg (9 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=12.9 min (61 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R;= 14 min (Probleme mit dem Pumpensystem, das
Laufmittel ist vermutlich deutlich unpolarer als eingestellt).

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 8.40 (s, 2H, CONH,, Anker); 7.11 (d, 2H, H2-,
H6-, 4-BtO-Ph); 6.53 (d, 2H, H3-, HS-, 4-EtO-Ph); 5.65 (d, 1H, NH, Carbamat,
AINHCO); 5.54 (m,, 1H, CH, Allyl); 5.01 (d, 1H, 2-NH); 4.93 (d, 1H, *Jyuans = 16.6 Hz,
=CH,, H™™, Allyl); 4.78 (d, 1H, H-1); 4.64 (dd, 1H, =CH,, I, Allyl); 4.39 (d, 1H, H",
Allyl, 37 =9.6 Hz, =CH,); 4.21 (m, 2H, O-CHa, Allyl); 3.72 (g, 2H, OCH,, Ph-OEt);
3.60-3.29 (m, 8H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6>, S-CH,); 2.72 (m, 2H, CH,-CONH,);
1.12 (t, 3H, CHs, Ph-OE).

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =539.3 (100 %,
[M + HJ, ber. 539.2); 561.3 (100 %, [M + Na]", ber. 561.2).

C2:H30N6O0sS (538.57)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(3-acetylphenyl-
carbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (90)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 20.9 mg (78 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =559.3 (45 %, [M+Na]’, ber.
559.2).

Das Rohprodukt wird nicht gereinigt.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II: Dem Produkt kann kein Peak zugeordnet
werden.

C2:H30N60sS (538.57)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-iso-propyl-
phenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsidureamid (91)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 35.9 mg (134 %).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.3 mg (9 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=16.1 min (42 % bei A =240 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, =25 min.

300 MHz-'H-NMR (MeOD): & [ppm] = 7.14 (d, 2H, H2-, H6-, 4-iPr-Ph); 7.00 (d, 2H,
H3-, HS-, 4-iPr-Ph); 5.61 (m., 1H, CH, Allyl); 5.03 (d, 1H, *Jyams = 16.6 Hz, =CH.,
H™ Allyl); 4.88 (d, 1H, H-1); 4.47 (d, 1H, *Jsis = 9.6 Hz, =CH,, H", Allyl); 4.36 (m,
2H, O-CH,, Allyl); 3.58-3.29 (m, 8H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6", S-CH,); 2.72 (m,
3H, CH,-CONH,, CH, iPr); 1.12 (d, 6H, CHs, iPr).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =556.2 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 556.2).

C3H3:N605S (536.60)

5.4.3.2 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.2.2

Parallelsynthese

In 7 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden jeweils 120 mg des
Polymers 56 (Rink-Amid-Harz, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Zuerst wird der
p-Methoxybenzylether nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur oxidativen des Mpm-
Ethers mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon in Dioxan gespalten. Im zweiten
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Schritt setzt man die Proben nach dem Quellen in N,N-Dimethylformamid nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Acetylierung nach Steglich durch 18-stiindiges
Schiitteln mit einer Losung von jeweils 0.20 mmol Phenylessigsdure, 4-
Nitrophenylssigsdure, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Thr(#-Bu)-
OH und Fmoc-GIn(Trt)-OH in je 2.0 ml absol. N,N-Dimethylformamid unter Zusatz
von jeweils 4.0 mg 4-Dimethylaminopyridin und 96 pul N,N’-Diisopropylcarbodiimid
um. Das Polymer wird anschlieBend abfiltriert und zunéchst dreimal mit jeweils 2 ml
N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan und
Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. Die Abspaltung vom polymeren
Tréager erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift mit 50%-iger Trifluoressigsdure in
Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-phenylacetyl-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (92)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 16.7 mg (68 %).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.2 mg (5 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=13.2 min (59 % bei A =214 nm), semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 15.9 min.

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 516.2 (100 %, [M + Na]", ber.
516.2); 1009.4 (49 %, [M + Na]", ber. 1009.3).

C1H27N504S; (493.53)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-
nitrophenylacetyl)-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (93)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 15.1 mg (54 %).

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] =508.3 (90 %); 524.3 (100 %); 561.2
(15 %, 93, [M + Na]’, ber. 561.2).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II: Dem Produkt kann kein Peak zugeordnet
werden.

Das Rohprodukt wird nicht gereinigt
C21H26N609S, (538.53)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-glycyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (94)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.6 mg (81 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 4-OH, 3-OTBS,
[M +Na]"); 677.1 (18 %, [M + Na]", ber. 677.2).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 6.49 min (85 %, 94); 10.12 min
(12 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 1.7 mg (5 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=17.3 min (79 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 26 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCl5): & [ppm]=7.69 (d, 2H, *Juzua=Jus.e=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.53 (d, 2H, *Juim="Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.33 (t, 2H,
-3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.26 (t, 2H, *Jys.na=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 5.85 (d, 1H, 2-NH); 5.76 (m¢, 1H, =CH, Allyl); 5.23 (d, 1H,
Jwans= 17.3 Hz, =CH,, H™®, Allyl); 5.11 (d, 1H, *Ji=11.0 Hz, =CH,, H®, Allyl);
4.55 (m, 2H, O-CH,, Allyl); 4.44 (d, 2H, CH,, Fmoc); 4.32 (d, 1H, H-1); 4.15 (t, 1H,
CH, Fmoc); 3.85 (m, 1H, H-3); 3.55-3.22 (m, 7H, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6’, aCH,,
Gly); 2.85 (m, 2H, S-CH,); 2.47 (t, 2H, CH,-CONH)).

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =674.7 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 674.2); 677.1 (91 %, [M + Na]", ber. 677.2).

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl)-pB-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (95)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 19.3 mg (58 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 4-OH, 3-OTBS,
[M +Na]"); 691.1 (8 %, [M + Na]", ber. 691.2).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 6.43 min (54 %, 95); 10.12 min
(44 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 1.5 mg (6 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=19.0 min (79 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry =29 min.

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =688.7 (80 %,
[2M + Ca]*, ber. 688.2); 691.1 (100 %, [M + Na]", ber. 691.2).

C31H36N605S (668.72)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl)-pB-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (96)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 32.0 mg (88 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 4-OH, 3-OTBS,
[M + NaJ"); 751.1 (13 %, [M + Na]", ber. 751.2); 767.1 (3 %, [M + K], ber. 767.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 8.00 min (92 %, 96); 11.23 min
(5 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 3.0 mg (8 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=21.3 min (65 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 34 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.74 (d, 2H, *Juzua=Jusue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.56 (d, 2H, *Juim=Ju7us=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.36 (t, 2H,
-3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.30 (t, 2H, *Jys.na= Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 5.80 (m, 2H, 2-NH, =CH, Allyl); 5.28-5.08 (m, 2H, H-1, =CH,, H™",
Allyl): 4.55 (m, 3H, O-CH,, Allyl, =CH,, H®®, Allyl); 4.52 (d, 2H, CH,, Fmoc); 4.37 (d,
1H, aCH, Met); 4.17 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.78-3.41 (m, 6H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-
6°); 2.89 (m, 2H, S-CH,); 2.47 (m, 4H, CH,-CONH,, yCH,, Met); 2.50 (m, 2H, BCH.,
Met,); 2.13 (s, 3H, eCHs3, Met).

ESI-MS  (nach  semi-prap. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =751.1 (91 %,
[M + Na]", ber. 751.2); 767.1 (28 %, [M + K], ber. 767.3).

C33H40N605S; (728.84)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-threonyl)--D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (97)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 29.8 mg (85 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 4-OH, 3-OTBS,
[M +Na]"); 721.1 (3 %, [M + Na]", ber. 721.2).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): Die Massen, die im ESI-MS-
Spektrum des Rohprodukts auftreten, konnen im HPLC-MS-Spektrum nicht gefunden
werden.

Da somit keine Zuordnung der einzelnen Peaks mdglich ist, kann das gewiinschte
Produkt 97 nicht isoliert werden.

C32H3sN6010S (698.74)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-B-D-glucopyranosylmercapto|-
propionsiureamid (98)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 32.2 mg (89 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.0 (100 %, 4-OH, 3-OTBS,
[M + Na]"); 748.1 (5 %, [M + Na]", ber. 748.2); 774.1 (2 %, [M + K], ber. 774.2).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 6.50 min (40 %, 98); 8.31 min
(25 %); 11.05 min (30 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 3.0 mg (8 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=15.1 min (22 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI: Ry =23 min.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 748.2 (100 %, [M + Na]", ber.
748.2).

C33H39N701()S (725.77)
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5.4.4 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.3

5.4.4.1 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.3.1

Parallelsynthese

In 11 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden jeweils 200 mg des
Polymers 79 (Rink-Tentagel-S-NH," Harz, Beladung 0.20 mmol/g) eingewogen. Zuerst
wird der p-Methoxybenzylether nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur oxidativen
Spaltung mit DDQ in nassem Dichlormethan gespalten. Im néchsten Schritt setzt man
die Proben nach dem Quellen in einer 1%-igen Losung von DMAP in Dioxan nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Carbamatbildung in der 3- und 4-Position durch
12-stiindiges ~ Schiitteln ~ mit  jeweils  einer  10%-igen  Ldsung  von
4-Cyanophenylisocyanat, 4-Chlorphenylisocyanat, 3.,4-Dichlorphenylisocyanat,
3-Fluorphenylisocyanat, 4-Fluorphenylisocyanat, 4-Nitrophenylisocyanat, 4-Methyl-
mercaptophenylisocyanat,  Ethyl-4-isocyanatobenzoat, = 4-Ethoxyphenylisocyanat,
3-Acetylphenylisocyanat und 4-Isopropylphenylisocyanat in je 2.0 ml Dioxan zu den
jeweiligen Carbamaten um. Das Polymer wird anschlieBend abfiltriert und zunéchst
zweimal mit jeweils 2ml Dioxan, danach zweimal mit jeweils 2 ml
N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan und
Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. Die Abspaltung vom polymeren
Trager erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift mit 50%-iger Trifluoressigsdure in
Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-cyanophenylcarbamoyl)-pB-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsidureamid (100)

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 18.2 mg (63 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 13.0 mg (45 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=22.1 min (92 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R =37 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl; mit ds-DMSO): & [ppm]= 9.21 (s, 1H, NH, Carbamat,
ArNHCO); 7.43 (d, 2H, H2-, H6-, p-CN-Ph, *Jip.3 = *Jus.ue = 8.4 Hz); 7.37 (d, 2H,
H3-, H4-, p-CN-Ph, *Jiiz = *Jus.ue = 8.4 Hz); 6.40 (d, 2H, CONH,, Anker); 5.72 (m,
2H, =CH, Allyl, 2-NH); 5.13 (d, 1H , *Jians = 16.6 Hz, =CH,, H™", Allyl); 5.01 (d, 1H,
312 =10.7 Hz, H-1); 4.62 (m, 2H, H-6, =CH,, H®®, Allyl); 4.36 (d, 2H, OCH,, Allyl);
3.82 (t, 1H, H-3); 3.45 (dd, 1H, H-6"); 3.26 (m, 4H, H-2, H-4, H-5); 2.83 (m, 2H, CH,-
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CONHL); 2.40 (t, 2H, S-CH,); 0.60 (s, 9H, CHs, tert-Butyl, TBS); -0.13, -0.17 (2s, 6H,
2 x CH;, Me, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 634.4 (35 %, [M + H]", ber.
634.3); 656.4 (97 %, [M + Na]’, ber. 656.2); 672.3 (25 %, [M + K], ber. 672.3); 1267.7
(100 %, [2M +H]", ber. 1267.5); 1289.7 (60 %, [2M + Na]", ber. 1289.5); 1305.7
(12 %, [2M + K], ber. 1305.6).

C,7H39N707S8S1 (633.79)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-chlorophenylcarbamoyl)-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (101)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 20.5 mg (68 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 10.4 mg (35 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=26.7 min (62 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 44 min.

300 MHz-'H-NMR (CDCl; mit DMSO-dg): o [ppm] = 8.43 (s, 1H, NH, Carbamat,
ArNHCO); 7.23 (d, 2H, H2-, H6-, p-CI-Ph); 7.05 (d, 2H, *Jip-ii3 = Juisne = 8.8 Hz, H3-,
H5-, p-Cl-Ph); 6.36 (d, 2H, CONH,, Anker); 5.72 (m, 2H, =CH, Allyl, 2-NH); 5.15 (d,
1H, *Jians = 16.9 Hz, =CH,, H™", Allyl); 5.01 (d, 1H, *J,»=10.3 Hz, H-1); 4.59 (m,
2H, H-6, =CH,, H*®, Allyl); 4.38 (d, 2H, OCH,, Allyl); 3.80 (t, 1H, H-3); 3.50 (dd, 1H,
H-6"); 3.28-3.14 (m, 3H, H-2, H-4, H-5); 2.79 (m, 2H, CH,-CONH,); 2.50 (t, 2H, S-
CH,); 0.63 (s, 9H, CH3, tert-Butyl, TBS); -0.11, -0.14 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip HPLC, Waters), positiv [m/z] = 643.3 (8 %, [M + H]", ber.
643.2); 665.3 (66 %, [M + Na]", ber. 665.2); 681.2 (30 %, [M + K], ber. 681.3); 1285.5
(28 %, [2M + H]', ber. 1285.4); 1287.5 (32 %, [2M + H + 2], ber. 1287.4); 1307.5
(100 %, [2M + Na]", ber. 1307.4); 1309.5 (98 %, [2M + Na + 2], ber. 1307.4); 1323.5
(22 %, [2M + K], ber. 1323.5).

C6H30CINGO;SSi (643.23)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(3,4-dichlorophenylcarbamoyl)-f-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (102)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 24.0 mg (77 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 12.6 mg (40 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=29.0 min (90 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry =49 min.

300 MHz-'H-NMR (CDCl; mit DMSO-dg): o [ppm] = 8.97 (s, 1H, NH, Carbamat,
ArNHCO); 7.41 (s, 1H, H2-, 3,4-Cl,-Ph); 7.01 (m, 2H, H5-, H6-, 3,4-Cl1,-Ph); 6.48 (m,
2H, CONH,, Anker); 5.64 (m, 2H, =CH, Allyl, 2-NH); 5.03 (d, 1H, *Jyans = 17.2 Hz,
=CH,, H™®, Allyl); 4.92 (d, 1H, *J,., = 10.3 Hz, H-1); 4.49 (m, H-6, 2H, =CH,, HE,
Allyl); 4.27 (d, 2H, OCH,, Allyl); 3.68 (t, 1H, H-3); 3.34-3.02 (m, 4H, H-2, H-4, H-5,
H-6%); 2.71 (m, 2H, CH,-CONH,); 2.30 (t, 2H, S-CH,); 0.51 (s, 9H, CHs, fert-Butyl,
TBS); -0.22, -0.25 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip HPLC, Waters), positiv [m/z] = 699.2 (100 %, [M + Na]", ber.
699.2); 701.2 (71 %, [M +Na + 2]", ber. 699.2); 715.2 (58 %, [M +K]", ber. 715.3);
717.2 (49 %, [M+ K +2]", ber. 7175.3); 1355.5 (6 %, [2M + H+2]", ber. 1355.3);
1375.5 (33 %, [2M + Na]", ber. 1375.3); 1377.4 (54 %, [2M + Na + 2]", ber. 1377.3);
1379.4 (39 %, [2M + Na +4]", ber. 1379.3); 1391.4 (10 %, [2M +K]", ber. 1391.4);
1393.4 (22 %, [2M + K + 21", ber. 1393.4); 1395.4 (14 %, [2M + K + 4], ber. 1395.4).

C6H35CLLNGO-SSi (677.67)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(3-fluorophenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (103)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 18.2 mg (63 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 6.6 mg (23 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=24.5 min (63 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry =40 min.

300 MHz-'H-NMR (CDCl; mit DMSO-dg): o [ppm] = 8.59 (s, 1H, NH, Carbamat,
ArNHCO); 7.01 (m, 3H, H4-, H5-, H6-, 3-F-Ph); 6.50 (t, 1H, H2-, 3-F-Ph); 6.40 (m,
2H, CONH,, Anker); 5.72 (m, 2H, =CH, Allyl, 2-NH); 5.10 (d, 1H, *Jyans = 17.3 Hz,
=CH,, H™", Allyl); 5.01 (d, 1H, *J,» = 11.4 Hz, H-1); 4.58 (m, 2H, H-6, =CH,, H*",
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Allyl); 4.36 (d, 2H, OCH,, Allyl); 3.77 (t, 1H, H-3); 3.42-3.12 (m, 4H, H-2, H-4, H-5,
H-6); 2.80 (m, 2H, CH,-CONH,); 2.39 (t, 2H, S-CH,); 0.61 (s, 9H, CHj, fert-Butyl,
TBS); -0.13, -0.15 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip HPLC, Waters), positiv [m/z] = 649.3 (33 %, [M + Na]", ber.
649.2); 665.3 (28 %, [M +K]", ber. 665.3); 1253.6 (26 %, [2M + H]", ber. 1253.5);
1275.6 (100 %, [2M + Na]", ber. 1275.5); 1276.6 (61 %, [2M + Na + 1]", ber. 1276.5);
1291.6 (33 %, [2M + K], ber. 1291.6); 1292.6 (22 %, [2M + K + 1], ber. 1292.6).

Cr6H39FN6O7SS1 (626.77)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-fluorophenylcarbamoyl)p-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (104)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 14.3 mg (50 %).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 6.5 mg (23 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=23.9 min (80 % bei A =214 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 40 min.

300 MHz-'H-NMR (CDCl; mit DMSO-dg): o [ppm] = 8.45 (s, 1H, NH, Carbamat,
ArNHCO); 7.16 (m, 2H, H2-, H6-, 4-F-Ph); 6.72 (m, 2H, H3-, H5-, 4-F-Ph); 6.44 (m,
2H, CONH,, Anker); 5.67 (m, 2H, =CH, Allyl, 2-NH); 5.06 (d, 1H, 3 rans = 16.9 Hz,
=CH,, H™", Allyl); 4.96 (d, 1H, J1.=10.3 Hz, H-1); 4.51 (m, 2H, H-6, =CH,, HE,
Allyl); 4.30 (d, 2H, OCH,, Allyl); 3.69 (t, 1H, H-3); 3.38-3.10 (m, 4H, H-2, H-4, H-5,
H-6"); 2.71 (m, 2H, CH,-CONH,); 2.33 (t, 2H, S-CH); 0.56 (s, 9H, CHj3, tert-Butyl,
TBS); -0.18, -0.19 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip HPLC, Waters), positiv [m/z] = 649.3 (56 %, [M + Na]", ber.
649.2); 665.3 (11 %, [M +K]", ber. 665.3); 1275.6 (100 %, [2M + Na]", ber. 1275.5);
1276.6 (55 %, [2M + Na + 1]", ber. 1276.5); 1291.6 (10 %, [2M +K]", ber. 1291.6);
1292.6 (7 %, [2M + K + 1], ber. 1292.6).

Cr6H30FN6O7SS1 (626.77)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-nitrophenylcarbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (105)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 17.6 mg (64 %).
HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 5.0 min (38 %); 7.3 min (55 %).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II: Dem Produkt kann kein Peak zugeordnet
werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] =512.2 (87 %, 4-OH, [M + Na]"); 621.3
(100%); 685.5 (29%, [M + Na]", ber. 686.2).

Das Rohprodukt wird nicht gereinigt.
C26H39N70SSi (653.78)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-methylmercaptocarbamoyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (106)

Neben dem gewiinschten Produkt 106 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(4-methylmercaptophenyl-
carbamoyl)-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 106’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 52.0 mg (199 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 563.1 (53 %, 106°, [M + Na]", ber.
563.1); 677.1 (100 %, 106, [M + Na]", ber. 677.2) .

HPLC-MS (ThermoQuest, Sciule D, Gradient 1X): 5.1 min (34 %, 106’); 8.7 min (65 %,
106).

Gewiinschtes Produkt (106): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.4 mg (5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=25.3 min (68 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, =39 min.

300 MHz-'H-NMR (CDCl; mit MeOD): 6 [ppm] = 7.29 (d, 2H, H2-, H6-, 4-SMe-Ph);
7.19 (d, 2H, H3-, H5-, 4-SMe-Ph); 5.88 (m, 2H, =CH, Allyl, 2-NH); 5.28 (d, 1H,
3 eans = 17.6 Hz, =CH,, H™"®, Allyl); 5.20 (d, 3J1.=10.6 Hz, 1H, H-1); 498 (d, 1H,
=CH,, H, Allyl); 4.76 (m, 1H, H-6); 4.54 (d, 2H, OCH,, Allyl); 4.04 (t, 1H, H-3); 3.62
(m, 1H, H-4); 3.47-3.36 (m, 2H, H-2, H-5); 3.28 (dd, 1H, H-6); 2.98 (m, 2H, CH,-
CONH,); 2.58 (t, 2H, S-CH,); 2.44 (s, 3H, CHj3, S-Me); 0.79 (s, 9H, CHs, fert-Butyl,
TBS); 0.01 (s, 6H, 2 x CH3, TBS).
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ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =675.2 (100 %,
[2M + Ca]’, ber. 674.2).

C27H42N607S,S1 (654.87)

Desilyliertes Produkt (106°): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.1 mg (9 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R;=13.6 min (32 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule B, Gradient VI; R; = 18 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl; mit MeOD): & [ppm] = 7.13 (d, 2H, H3-, H5-, 4-SMe-Ph);
6.99 (d, 2H, H2-, H6-, 4-SMe-Ph); 5.68 (m,, 1H, =CH, Allyl); 5.08 (d, 1H,
Jirans = 17.6 Hz, =CH,, H™, Allyl); 4.97 (d, 1H, H-1, °J = 10.6 Hz); 4.47 (m, 2H, H-6,
=CH,, H®, Allyl); 4.31 (d, 2H, OCH,, Allyl); 3.47-3.20 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5);
3.12 (dd, 1H, H-6%); 2.75 (m, 2H, CH,-CONH,); 2.34 (t, 2H, S-CH>); 2.22 (s, 3H, CHj3,
S-Me).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =560.6 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 560.1).

C1H2sN604S; (540.61)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-ethoxycarbonylphenylcarbamoyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (107)

Neben dem gewiinschten Produkt 107 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(4-ethoxycarbonylphenyl-
carbamoyl)-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 107’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 24.6 mg (90 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 589.4 (18 %, 107, [M + Na]", ber.
589.2); 703.1 (100 %, 107, [M + Na]", ber. 703.3) .

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 5.0 min (11 %, 107’); 6.6 (6 %);
8.6 min (82 %, 107).

Gewiinschtes Produkt (107): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 11.6 mg (42 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=25.1 min (81 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; =41 min.

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.97 (d, 2H, H3-, H5-, 4-COOEt-Ph); 7.69 (s,
1H, NH, Carbamat, ArNCO); 7.45 (d, 2H, H2-, H6-, 4-COOEt-Ph); 6.16 (s, 1H, 2-NH);
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5.86 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.24 (d, 1H, *Jyans = 16.9 Hz, =CH,, H™™, Allyl); 4.83 (d,
1H, *J,.,=9.6 Hz, H-1); 4.88 (dd, 1H, H-6); 4.83 (d, 1H, =CH,, H®); 4.54 (d, 2H,
OCH,, Allyl); 4.32 (q, 2H, CH,, COOE); 4.01 (t, 1H, H-3); 3.62 (m, H-4); 3.41 (m, 2H,
H-2, H-5); 3.28 (dd, 1H, H-6"); 2.98 (m, 2H, CH,-CONH,); 2.59 (t, 2H, S-CH,); 1.35 (t,
3H, CHs, COOEt); 0.76 (s, 9H, CHs, fert-Butyl, TBS); 0.02, 0.01 (2s, 6H, 2 x CHs,
TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =700.5 (100 %,
[2M + Ca]’, ber. 700.2).
C29H44N609SSi (680.84)

Desilyliertes Produkt (107°): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 0.4 mg (2 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R = 13.4 min (43 % bei A = 254 nm);
semi-priaparative HPLC: Siule B, Gradient VI; Ry = 17 min.

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =586.5 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 586.2).

Ca3H30N605S (566.58)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-ethoxyphenylphenylcarbamoyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (108)

Neben dem gewiinschten Produkt 108 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-(2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(4-ethoxyphenyl-
carbamoyl)-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 108’ nachgewiesen
werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 34.1 mg (130 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 561.1 (18 %, 108°, [M + Na]", ber.
561.2); 675.2 (100 %, 108, [M + Na]", ber. 675.3) .

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 4.8 min (5 %, 108); 6.6 (10 %);
8.5 min (62 %, 108) 10.0 (23 %).

Gewiinschtes Produkt (108): Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 5.3 mg (20 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=24.7 min (87 % bei A =254 nm); semi-
préaparative HPLC: Gradient VI; R =41 min.
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300 MHz-"H-NMR (CDCl; mit MeOD): & [ppm] = 7.14 (d, 2H, H2-, H6-, 4-EtO-Ph);
6.72 (d, 2H, H3-, H5-, 4-EtO-Ph); 6.18 (d, 1H, 2-NH); 5.78 (m, 1H, =CH, Allyl); 5.20
(d, 1H, *Jyans = 17.3 Hz, =CH,, H™™, Allyl); 5.10 (d, 1H, *J,., = 10.3 Hz, H-1); 4.65 (m,
1H, =CH,, H®, H-6); 4.42 (d, 2H, OCH,, Allyl); 3.90 (q, 2H, CH,, Ph-OEt); 3.53 (t,
1H, H-3); 3.28 (m, 4H, H-2, H-4, H-5, H-6"); 2.85 (m, 2H, CH,-CONHy,); 2.45 (t, 2H,
S-CH,); 1.28 (t, 3H, CH3, Ph-OEt); 0.71 (s, 9H, CHs, tert-Butyl, TBS); -0.06 (s, 6H,
2 x CH;, TBS).

ESI-MS  (nach semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =672.3 (100 %,
[2M + Ca]’, ber. 672.3).

CosH44NsO5SSi (652.83)
Desilyliertes Produkt (108°): wird nicht isoliert.
HPLC: analytische HPLC: Séule A, Gradient II; R; = 13.0 min (6 % bei A = 254 nm).

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 558.3 (100 %, [2M + Ca]*", ber.
558.2).

C2:H30N6O0sS (538.57)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-(3-acetylphenyl-
carbamoyl)-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (109)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 15.6 mg (60 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 673.2 (100 %, [M+Na]’, ber.
673.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 7.6 min (98 %, 109).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 9.8 mg (38 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=22.0 min (95 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 37 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl; mit MeOD): & [ppm] = 7.76 (s, 1H, H2-, 3-Ac-Ph); 7.65 (d,
1H, H6-, 3-Ac-Ph); 7.14 (d, 1H, H4-, 3-Ac-Ph); 7.28 (t, 1H, H5-, 3-Ac-Ph); 6.32 (d, 1H,
2-NH); 5.75 (m, 1H, =CH, Allyl); 5.18 (d, 1H, *Jyuns = 17.3 Hz, =CH,, H™™, Allyl);
5.07 (d, 1H, *J,,=10.3 Hz, H-1); 4.65 (m, 2H, H-6, =CH,, H*®, Aloc); 4.40 (d, 2H,
OCH,, Allyl); 3.55 (t, 1H, H-3); 3.26 (m, 4H, H-2, H-4, H-5, H-6"); 2.83 (m, 2H, CH,-
CONH,); 2.47 (s, 3H, CHs, Acetyl); 2.43 (t, 2H, S-CH,); 0.67 (s, 9H, CHs, tert-Butyl,
TBS); -0.08, -0.09 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).
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ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =670.6 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 670.3).

CrgH42N605SS1 (650.82)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-iso-propylphenylcarbamoyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (110)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 12.5 mg (48 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =297.1 (91 %); 512.1 (82 %, 4-OH,
[M +Na]"); 673.2 (100 %, 110, [M + Na]", ber. 673.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 9.7 min (95 %, 110).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 5.7 mg (22 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=28.6 min (95 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 50 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCl; mit MeOD): & [ppm] = 7.20 (d, 2H, H2-, H6-, 4-i-Pr-Ph);
7.14 (d, 2H, H3-, H4-, 4-i-Pr-Ph); 6.79 (d, 2H, CONH,, Anker); 5.75 (m, 2H, =CH,
Allyl, 2-NH); 5.30 (d, 1H,, *Jyas=17.3 Hz =CH,, H™®, Allyl); 5.20 (d, 1H,
3315 =10.3 Hz, H-1); 4.95 (d, 1H, =CH,, H®®); 4.75 (m, 1H, H-6); 4.54 (d, 2H, OCH,,
Allyl); 4.05 (t, 1H, H-3); 3.64 (t, 1H, H-4); 3.33-3.18 (m, 4H, H-2, H-5, H-6"); 2.83 (m,
3H, CH,-CONH,, CH, i-Pr); 2.58 (t, 2H, S-CH,); 1.20 (d, 6H, CHs, i-Pr); 0.79 (s, 9H,
CHs, tert-Butyl, TBS); 0.02 (s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =671.1 (100 %,
[2M + Ca]*", ber. 670.3).

CaoH46N60;SSi (650.86)

5.4.4.2 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.3.2

Parallelsynthese

In 6 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden jeweils 200 mg des
Polymers 79 (Rink-Tentagel-S-NH," Harz, Beladung 0.20 mmol/g) eingewogen. Zuerst
wird der p-Methoxybenzylether nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur oxidativen
Spaltung mit DDQ in nassem Dichlormethan gespalten. Im zweiten Schritt setzt man
die Proben nach dem Quellen in N N-Dimethylformamid nach der allgemeinen
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Arbeitsvorschrift zur Acetylierung nach Steglich durch 18-stiindiges Schiitteln mit einer
Losung von jeweils 0.20 mmol Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-
Met-OH, Fmoc-Thr(+~-Bu)-OH und Fmoc-GIn(Trt)-OH in je 2.0 ml absol. N,N-
Dimethylformamid unter Zusatz von jeweils 4.0 mg 4-Dimethylaminopyridin und 96 pl
N,N’-Diisopropylcarbodiimid um. Das Polymer wird anschlieBend abfiltriert und
zundchst dreimal mit jeweils 2 ml N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 2 ml
Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.
Die Abspaltung vom polymeren Trager erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift mit
50%-iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als
Scavenger.

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-glycyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (111)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 8.9 mg (29 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 512.1 (100 %, 4-OH, [M + Na]");
791.1 (40 %, 111, [M + Na]", ber. 791.2).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 6.43 min (55 %, 4-OH); 9.31 min
(39 %, 111).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.7 mg (4 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=27.5 min (69 % bei A =254 nm); semi-
préaparative HPLC: Gradient VI; R; = 47 min.

ESI-MS  (nach  semi-prap. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =788.4 (31 %,
[2M + Ca]*", ber. 788.3); 791.1 (100 %, [M + Na]", ber. 791.2).

C36H4sN6O9SS1 (768.95)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (112)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 5.2 mg (17 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =406.1 (18 %); 512.1 (100 %, 4-
OH, [M + Na]").
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HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 6.41 min (97 %, 4-OH); 9.51 min
(3 %, 112).

Das Rohprodukt wird nicht gereinigt.
HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R; = 28.9 min (6 % bei A = 254 nm).

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 805.2 (100 %, [M + Na]", ber.
805.3).

C37H50N6O09SS1 (782.98)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (113)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 16.0 mg (39 %).
Das gewlinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] =253.0 (88 %); 512.1 (100 %, 4-OH,
[M + NaJ"); 753.9 (4 %).

Ca0Hs6N605SSi (825.06)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl)-f-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (114)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 14.0 mg (33 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =253.0 (70 %); 512.1 (100 %, 4-
OH, [M + Na]"); 855.1 (3 %, [M + Na]J’, ber. 865.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): Die Massen, die im ESI-MS-
Spektrum des Rohprodukts auftreten, konnen im HPLC-MS-Spektrum nicht gefunden
werden.

Da somit keine Zuordnung der einzelnen Peaks mdglich ist, kann das gewiinschte
Produkt 114 nicht isoliert werden.

Das Rohprodukt wird nicht gereinigt.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, Dem Produkt kann kein Peak zugeordnet
werden.

C39H54N609S,S1 (843.1)
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3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-threonyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (115)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 15.7 mg (39 %).
Das gewlinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] =253.0 (72 %); 512.1 (100 %, 4-OH,
[M + Na]"); 753.8 (5 %).

C33H52N6010SS1 (813.00)

3-(2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-p-D-
glucopyranosylmercapto|-propionsiureamid (116)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 15.6 mg (37 %).
Das gewlinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] = 512.1 (100 %, 4-OH, [M + Na]"); 754.8
(6 %); 1001.2 (13 %).

C39Hs3N7040SS1 (840.03)

5.4.5 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.5

Beladung des Rink-Amid-Polymers (Polymer 56°)

In einem Festphasenreaktor werden 11.07 g (8.17 mmol) Fmoc-geschiitztes Rink-Amid-
Harz (1 % Divinylbenzol, Partikelgrosse: 100-200 mesh; Beladung: 0.70 mmol/g) in
30 ml N,N-Dimethylformamid suspendiert und 1 Stunde geschiittelt und anschlieSend
abfiltriert. Das gequollene Harz wird noch zweimal mit jeweils 20 ml
N,N-Dimethylformamid gewaschen und anschlieBend mit 40 ml einer 20%-igen Losung
von Piperidin in N,N-Dimethylformamid versetzt und 20 Minuten geschiittelt. Danach
wird abfiltriert und man wischt das Harz griindlich mit jeweils 10 ml
N,N-Dimethylformamid, Methanol, N, N-Dimethylformamid, Methanol, Dichlormethan
und Diethylether.

In einem Kolben werden 4.16 g (6.81 mmol) des Glucose-Scaffolds 29 in 30 ml absol.
N,N-Dimethylformamid gelost. Die Losung wird dann mit 2.58 g (6.81 mmol) HBTU,
1.04 g (6.81 mmol) HOBt und 16.17 ml (12.2 g, 68.1 mmol) Hiinigs Base versetzt.
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Unter Argonatmosphére wird das Harz mit dieser Losung vereinigt und 12 Stunden
geschiittelt. Danach wird das Harz abfiltriert und es wird mit dreimal mit jeweils 20 ml
N,N-Dimethylformamid und dann mit jeweils 20 ml Methanol, Dichlormethan und
Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet.

Zum Cappen der nicht umgesetzten Aminofunktion des mit Kohlenhydrat beladenen
Harzes wird dieses zunéchst eine Stunde in 30 ml N,N-Dimethylformamid gequollen
und anschlieBend zweimal mit jeweils 20 ml N, N-Dimethylformamid gewaschen.
Danach wird das Harz mit 45 ml einer Mischung aus zwei Teilen Pyridin und einem
Teil Acetanhydrid iiberschichtet und 15 Minuten geschiittelt. Dann wird das Harz
abfiltriert, sorgfiltig dreimal mit jeweils 20 ml N,N-Dimethylformamid, danach mit
jeweils 20 ml Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und i. Hochvak.
getrocknet.

Durch HRMAS-1H-NMR-Spektroskopie kann eine Beladung des so dargestellten
festphasengebundenen Kohlenhydratscaffolds 56° von 0.42 mmol/g bestimmt werden,
was einer Kupplungsausbeute von 60 % bezogen auf die Anfangsbeladung des
Polymers entspricht.

Parallelsynthese

In 18 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden je 120 mg des
Polymers 56’ (Rink-Amid-Harz, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Zuerst wird die
Azidofunktion nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Staudinger-Reduktion mit
Tri-n-butylphosphin in absol. Tetrahydrofuran und anschlieBender Hydrolyse mit
Wasser und Triethylamin in N, N-Dimethylformamid in eine Aminofunktion iiberfiihrt.
Im zweiten Schritt setzt man die Proben nach dem Quellen der Proben in absol. N,N-
Dimethylforamid entsprechend der allgemeinen Vorschrift fiir die Amidbildung in der
6-Position durch 12-stiindiges Schiitteln mit einer Losung von je 0.25 mmol
Phenylessigsidure, N-(fert-Butyloxycabonyl)anthranilsdure, N-(tert-Butyloxycarbonyl)-
4-aminobenzoesdure, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Thr(#-Bu)-
OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Asp(-Bu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-GlIn(Trt)-OH, Fmoc-Tyr(~-Bu)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Trp(Trt)-OH und Fmoc-His(Trt)-OH in je 2.5 ml absol. N,N-
Dimethylformamid unter Zusatz von jeweils 0.25 mmol HBTU, 0.25 mmol HOBt und
0.50 mmol Hiinigs Base um. Das Polymer wird abfiltriert, dreimal mit jeweils 2 ml
N,N-Dimethylformamid, dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan und
Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. Die Abspaltung vom polymeren
Trager erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift mit 50%-iger Trifluoressigsédure in
Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.
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3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-N-(N-
phenylacetyl)-amino-6-desoxy-f-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid
(120)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 32.8 mg (113 %)).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 604.1 (100 %, [M +Na]’, ber.
604.3); 664.4 (32 %).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient I1X): 8.03 min (96 %, 120).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 11.2 mg (38 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat; ;[a]éo =-66.2 (c = 1.0, Chloroform).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=18.8 min (41 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry =27 min.

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCls): & [ppm]= 7.29 (m, 5H, Phenyl); 5.95 (s,
2H, CONH,, Anker); 5.89 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.57 (s, 1H, 6-NH, Amid); 5.30 (d, 1H,
3Jians = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.21 (d, 1H, *Ji = 10.3 Hz, H®; =CH,, Allyl);
491 (d, 1H, *Jngm =9.4 Hz, 2-NH); 4.53 (d, 2H, OCH,, Allyl); 4.48 (d, 1H,
*J12=10.2 Hz, H-1); 3.89 (dd, 1H, H-6); 3.62 (s, 2H, CH,, Phenylacetyl); 3.57 (t, 1H,
3J3.4=9.0 Hz, H-3); 3.22 (m, 1H, H-6"); 3.20 (m, 1H, H-5); 3.05 (t, 1H, *J34=9.0 Hz,
H-4); 2.89 (m, 2H, S-CH,); 2.50 (t, 2H, CH,-CONHy,); 0.86 (s, 9H, tert-Butyl, TBS);
0.10, 0.06 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz-"C-NMR (CDCl;): & [ppm] = 173.9 (C=0, CONH,, Anker); 171.4 (C=0,
Amid, an C-6); 155.9 (C=0, Carbamat, Aloc); 134.8 (C1, Phenyl); 132.6 (CH, Allyl);
129.4 (C2, C6, Phenyl); 129.0 (C3, C5, Phenyl); 127.4 (C4, Phenyl); 118.0 (=CH,,
Allyl); 84.2 (C-1); 79.1 (C-4); 77.2 (C-5); 75.8 (C-3); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.2 (C-2);
43.4 (CHy, Phenylacetyl); 40.2 (C-6); 36.5 (CH,-CONH;); 25.8 (CH3, tert-Butyl, TBS);
25.0 (S-CHy); 18.2 (Cq, tert-Butyl, TBS); -3.9, -5.1 (2 x CH3, Methyl, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 582.3 (14 %, [M + H]',
ber. 582.3); 604.1 (100 %, [M + Na]", ber. 604.3).

C,7H43N307S8S1 (581.80)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(2-aminobenzoyl)-amino-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (121)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.8 mg (92 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 605.2 (100 %, [M +Na]’, ber.
605.3); 664.4 (70 %).
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HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient I1X): 8.25 min (70 %, 121).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.0 mg (7 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=18.0 min (74 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 26 min.

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm] = 7.70 (d, 1H, H6-Aminobenzoyl);
7.26 (m, 1H, H4-Aminobenzoyl); 6.70 (m, 2H, H3-, H5-Aminobenzoyl); 5.89 (m, 2H,
=CH, Allyl, CONH,, Anker); 5.41 (s, 1H, 6-NH, Amid); 5.30 (d, 1H, *Jyuns = 17.4 Hz,
H™", =CH,, Allyl); 5.21 (d, 1H, *J. = 10.3 Hz, H; =CH,, Allyl); 4.74 (d, 1H,
TNtz = 9.4 Hz, 2-NH, Carbamat); 4.64 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.22 (m, 1H, H-6);
3.64 (t, 1H, *J34= 9.0 Hz, H-3); 3.40 (m, 3H, H-2, H-5, H-6"); 3.20 (t, 1H, H-4); 3.12
(m, 1H, H*, S-CH,); 2.88 (m, 1H, HO, S-CH,); 2.55 (t, 2H, CH,-CONH,); 0.85 (s, 9H,
tert-Butyl, TBS); 0.13, 0.08 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =583.4 (100 %,
[M + HJ, ber. 583.3); 605.2 (100 %, [M + Na]", ber. 605.3).

Cr6H42N407SS1 (582.78)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(4-aminobenzoyl)-amino-6-desoxy-
3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsiureamid (122)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 23.8 mg (82 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 6052 (59 %, [M+Na]’, ber.
605.3); 664.4 (100 %).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 7.80 min (ca. 50 %, 122, Probleme
mit ELS-Detektor: starkes Untergrundrauschen).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 3.0 mg (10 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=15.8 min (51 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; =21 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.68 (d, 2H, *Jio-1i3 = "Tus.uie = 8.5 Hz, H2-, H6-
Aminobenzoyl); 6.66 (d, 2H, *Jip13=Jus.ue= 8.5 Hz, H3-, H5-Aminobenzoyl); 5.89
(m, 3H, =CH, Allyl, CONH,, Anker); 5.37 (s, 1H, 6-NH, Amid); 5.27 (d, 1H,
ians = 17.3 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.18 (d, 1H, *J = 10.3 Hz, H"; =CH,, Allyl);
4.72 (d, 1H, 2-NH, Carbamat); 4.52 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.19 (m, 1H, H-6); 3.61
(t, 1H, H-3); 3.40 (m, 3H, H-2.H-5, H-6"); 3.05 (t, 1H, H-4); 3.12 (m, 1H, H*, S-CH,);
2.86 (m, 1H, H, S-CH,); 2.52 (t, 2H, CH,-CONHa); 0.82 (s, 9H, terz-Butyl, TBS); 0.10,
0.05 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).
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ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 583.5 (43 %, [M + H]',
ber. 583.3); 602.2 (49 %, [M + Ca]*", ber. 602.2); 605.1 (100 %, [M + Na]", ber. 605.3).

Cr6H42N407SS1 (582.78)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
glycyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (123)

Neben dem gewiinschten Produkt 123 kann zusédtzlich das desilylierte Derivat 3-[2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-glycyl)-
amino-6-desoxy-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 123° nachgewiesen
werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 28.3 mg (76 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (100 %); 765.2 (83 %,
[M + Na]’, ber. 765.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 6.36 min (4 %, Fmoc-Gly-OH);
6.70 min (5 %, 123”); 8.67 min (82 %, 123).

Gewiinschtes Produkt (123): Ausbeute nach semi-préparativer HPLC: 5.8 mg (16 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=23.0 min (82 % bei A =254 nm); semi-
priparative HPLC: Gradient VI; R; = 42 min.

400 MHz-'"H-NMR ~ ('H-'H-COSY,  CDCI;): S[ppm]=7.76  (d,  2H,
is-ma= Jus.ne= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.60 (d, 2H, *Jui.mo=Ju7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.45 (m, 1H, oNH, Gly); 7.40 (t, 2H, *Jipu3=Juenr=7.4 Hz, H2-,
H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H, 3JH3_H4= usne=7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.07, 6.01 (2s, 2H,
CONH,, Anker); 5.89 (m, 1H, =CH, Allyl); 5.30 (d, 1H, *Jisans = 17.4 Hz, H™, =CH,,
Allyl); 5.20 (d, 1H, *Js = 10.3 Hz, H*; =CH,, Allyl); 4.98 (d, 1H, *Jxiimz2= 9.0 Hz, 2-
NH, Carbamat); 4.53 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.41 (d, 2H, CH,, Fmoc); 4.21 (t, 1H,
CH, Fmoc); 3.99 (d, 1H, alCH,, Gly); 3.90 (d, 1H, a2CH,, Gly); 3.72 (m, 1H, H-6);
3.59 (t, 1H, H-3); 3.48 (m, 3H, H-2.H-5); 3.28 (m, 1H, H-6"); 3.17 (t, 1H, H-4); 3.03
(m, 1H, H*, S-CH,); 2.83 (m, 1H, H®, S-CH,); 2.51 (t, 2H, CH,-CONH,); 0.84 (s, 9H,
tert-Butyl, TBS); 0.09, 0.06 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz-"*C-NMR (CDCl3): & [ppm] = 174.2 (C=0, CONH,, Anker); 171.3 (C=0,
Amid, Gly); 156.0 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 143.7 (Fmoc-8a, -9a); 141.3
(Fmoc-4a, -4b); 132.6 (CH, Allyl); 127.8 (Fmoc-2, -7); 127.1 (Fmoc-3, -6); 125.1
(Fmoc-1, -8); 120.0 (Fmoc-4, -5); 117.9 (=CH,, Allyl); 84.1 (C-1); 78.9 (C-4); 77.3 (C-
5); 71.4 (C-3); 67.1 (CH,, Fmoc); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.3 (C-2); 47.1 (CH, Fmoc);
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443 (Gly-0); 40.2 (C-6); 37.1 (CH,-CONH,); 25.8 (CHj, tert-Butyl, TBS); 25.6 (S-
CH,); 18.2 (C, tert-Butyl, TBS); -4.0, -5.0 (2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 743.2 (41 %, [M + H]",
ber. 743.3); 754.2 (33 %, [M + Ca]*", ber. 754.3); 765.3 (100 %, [M + Na]", ber. 765.3).

C36HsoN409SSi (742.95)
Desilyliertes Produkt (123°): wird nicht isoliert.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R(=12.5 min (12 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R = 19 min.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] =629.1 (17 %, [M +H]", ber.
629.2); 648.3 (31 %, [M + Ca]*", ber. 648.2); 651.2 (100 %, [M + Na]", ber. 651.2).

C30H3gN405S (628.69)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
alanyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (124)

Neben dem gewiinschten Produkt 124 kann zusétzlich das desilylierte Derivat 3-[2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl)-
amino-6-desoxy-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 124> nachgewiesen
werden.

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 30.6 mg (81 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (100 %); 665.2 (23 %, 124°,
[M + Na]’, ber, 665.3); 779.1 (47 %, 124, [M + Na]’, ber. 779.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, ELS-Detektor defekt, UV-Detektion bei
254 nm): 6.15 min (21 %, 124°); 6.36 min (10 %, Fmoc-Ala-OH); 8.85 min (47 %,
124).

Gewiinschtes Produkt (124): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 4.4 mg (12 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R=24.1 min (74 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, = 38 min.

400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H-COSY, = CDCly): S[ppm]=7.76  (d,  2H,
Tis-ta= Jns.ne= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.60 (d, 2H, *Jyi.m2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.39 (t, 2H, *Jipms= Juens=7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.32 (t, 2H,
Jus-na= Jns.ne= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.01 (s, 1H, H*, CONH,, Anker); 5.89 (m,
1H, =CH, Allyl); 5.79 (d, 1H, 6-NH, Amid); 5.70 (s, 1H, H°, CONH,, Anker); 5.30 (d,
1H, *Jirans = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.20 (d, 1H, *J.is = 10.3 Hz, H, =CH,, Allyl);
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5.11 (d, IH, It = 7.6 Hz, 2-NH, Carbamat); 4.53 (d, 2H, H-1, OCH,, Allyl); 4.46
(m, 1H, H*, CH,, Fmoc); 4.39 (m, 2H, aCH, Ala, Hb, CH,, Fmoc); 4.21 (t, 1H, CH,
Fmoc); 3.61 (m, 3H, H-5, H-6, H-6"); 3.40 (m, 1H, H-2); 3.26 (m, 1H, H-4); 3.16 (t, 1H,
H-3); 3.06 (m, 1H, H*, S-CH,); 2.75 (m, 1H, HP, S-CH;); 2.48 (t, 2H, CH,-CONH,);
1.41 (d, 3H, BCHs, Ala); 0.86 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.12, 0.07 (2s, 6H, 2 x CHj3,
TBS).

100.6 MHz-"*C-NMR (CDCl3): 6 [ppm]=174.2 (2 x C=0, Amid, Ala, Anker); 156.0,
155.8 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 143.7 (Fmoc-8a, -9a); 141.3 (Fmoc-4a, -4b);
132.7 (CH, Allyl); 127.8 (Fmoc-2, -7); 127.1 (Fmoc-3, -6); 125.1 (Fmoc-1, -8); 120.0
(Fmoc-4, -5); 117.9 (=CH,, Allyl); 83.6 (C-1); 78.8 (C-4); 76.1 (C-5); 72.1 (C-3); 66.9
(CH,, Fmoc); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.3 (C-2); 50.5 (Ala-a); 47.1 (CH, Fmoc); 40.4 (C-
6); 37.1 (CH,-CONH,); 25.8 (CHj3, tert-Butyl, TBS); 24.9 (S-CH;); 18.8 (Ala-p); 18.2
(Cq, tert-Butyl, TBS); -4.1, -4.9 (2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =776.2 (16 %,
[M + Ca]™, ber. 776.3); 779.2 (100 %, [M + Na]", ber. 779.3); 795.2 (16 %, [M + K],
ber. 795.3).

C37H35,N406SSi (756.98)
Desilyliertes Produkt (124°): wird nicht isoliert.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, Ri=12.3 min (10 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, = 17 min.

C31HasN400S (642.72)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
leucyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsidureamid (125)

Neben dem gewiinschten Produkt 125 kann zusédtzlich das desilylierte Derivat 3-[2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-
amino-6-desoxy-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 125> nachgewiesen
werden.

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 39.5 mg (99 %)).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (72 %); 707.1 (83 %, 125°,
[M + Na]", ber. 707.3). 821.2 (83 %, 125, [M + Na]", ber. 821.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 7.38 min (10 %, Fmoc-Leu-OH);
8.17 min (7 %, 125°); 8.67 min (78 %, 125).
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Gewiinschtes Produkt (125): Ausbeute nach semi-préparativer HPLC: 9.3 mg (23 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat; ;[a]g) =-41.9 (c=1.0,
Chloroform).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=27.6 min (76 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 45 min.

400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H-COSY, = CDCI;): S[ppm]=7.75 (d, 2H,
Jis-ia= Jns.ie= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.60 (d, 2H, *Juim2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.45 (m, 1H, oNH, Leu); 7.40 (t, 2H, “Jio3="Jue7= 7.4 Hz, H2-,
H7-Fmoc); 7.33 (t, 2H, *Jus.ua=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.09 (s, H, H*,
CONH,, Anker); 5.89 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.77 (m, 2H, 6-NH, Amid, Hb, CONH,,
Anker); 5.30 (m, 2H, *Jyans = 17.4 Hz, H™", =CH,, Allyl, 2-NH, Carbamat); 5.20 (d,
1H, *J.s = 10.3 Hz, H; =CH,, Allyl); 4.51 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.34 (m, 3H,
aCH, Leu, CH,, Fmoc); 4.20 (t, I1H, CH, Fmoc); 3.59 (m, 2H, H-5, H-6); 3.43 (m, 4H,
H-2, H-4, H-6"); 3.17 (t, 1H, H-3); 3.06 (m, 1H, H* S-CH,); 2.70 (m, 1H, H®, S-CH,);
2.45 (t, 2H, CH,-CONH,); 1.67 (m, 2H, yCH, BICH, Leu)1.52 (m, 1H, B2CH, Leu);
0.94 (t, 6H, 2 x 3CHs, Leu); 0.86 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.11, 0.07 (2s, 6H, 2 x CHs,
TBS).

100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, CDCl3): 6 [ppm] = 174.3 (C=0, CONH,, Anker); 174.1
(C=0, Amid, Leu); 156.5, 155.5 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 143.8, 143.7
(Fmoc-8a, -9a); 141.3 (Fmoc-4a, -4b); 132.7 (CH, Allyl); 127.8, 127.7 (Fmoc-2, -7);
127.1 (Fmoc-3, -6); 125.1 (Fmoc-1, -8); 120.0 (Fmoc-4, -5); 117.9 (=CH,, Allyl); 83.6
(C-1); 78.7 (C-4); 77.1 (C-5); 72.3 (C-3); 66.8 (CH,, Fmoc); 65.7 (O-CH,, Allyl); 57.3
(C-2); 53.4 (Leu-a); 47.2 (CH, Fmoc); 41.6 (Leu-B); 40.6 (C-6); 37.1 (CH,-CONH,);
25.8 (CHj;, tert-Butyl, TBS); 25.7 (S-CH,); 24.8 (Leu-y); 23.0 (Leu-01); 21.9 (Leu-82);
18.2 (Cg, tert-Butyl, TBS); -4.1, -4.9 (2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 799.3 (17 %, [M + H]',
ber. 799.4); 818.4 (14 %, [M + Ca]*", ber. 818.4); 821.4 (100 %, [M + Na]", ber. 821.4).
C40Hs5sN409SSi (799.06)

Desilyliertes Produkt (125°): wird nicht isoliert.
HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=19.2 min (8 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, =29 min.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 685.5 (17 %, [M +H]", ber.
585.3); 707.4 (100 %, [M + Na]", ber. 707.4).

C3sHuN400S (684.80)
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3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
threonyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (126)

Ausbeute vor semi-priaparativer HPLC: 44.5 mg (114 %)).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =664.4 (47 %); 787.1 (8 %,
[M + HJ", ber. 787.3); 809.1 (100 %, [M + Na]", ber. 809.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 4.7 min (9 %, Fmoc-Thr-OH);
8.7 min (79 %, 126).

Ausbeute nach semi-préiparativer HPLC: 12.7 mg (32 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat; [a]i)o =-28.5 (c = 1.0, Chloroform).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=23.0 min (85 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 36 min.

400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H-COSY, =~ CDCI;): S[ppm]=7.69  (d, 2H,
Tis-ia= Jns.e= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.56 (d, 2H, *Jui.m2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.33 (t, 2H, “Juoms=Juens= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.33 (t, 2H,
Jis-ta = Jus.ie = 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.70 (s, 1H, H*, CONH,, Anker); 6.28 (d, 1H,
6-NH, Amid); 5.78 (m, 2H, =CH, Allyl, H’, CONH,, Anker); 5.22 (dd, 1H,
ians = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl, 2-NH, Carbamat); 5.11 (d, 1H, *J = 10.3 Hz, H"";
=CH,, Allyl); 4.51 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.40 (m, 1H, aCH, Thr); 4.30 (m, 1H,
H?, CH,, Fmoc); 4.18 (m, 3H, BCH, Thr, CH, Fmoc, Hb, CH;, Fmoc); 3.59 (m, 2H, H-5,
H-6); 3.64 (dd, 1H, H-6); 3.54 (t, 1H, C-5), 3.43 (m, 2H, H-2, H-6"); 3.17 (m, 2H, H-3,
H-4); 3.00 (m, 1H, H®, S-CH,); 2.75 (m, 1H, H", S-CH,); 2.46 (t, 2H, CH,-CONH,);
1.11 (d, 3H, yCHs, Leu); 0.78 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.04, -0.01 (2s, 6H, 2 x CHs,
TBS).

100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, CDCl3): 6 [ppm] = 174.6 (C=0, CONH,, Anker); 171.4
(C=0, Amid, Lys); 159.3 (Mpm-4); 156.6 (C=0, Carbamat, Fmoc); 155.9 (C=0,
Carbamat, Aloc); 143.8, 143.7 (Fmoc-8a, -9a); 141.2 (Fmoc-4a, -4b); 132.9 (CH,
Allyl); 127.7 (Fmoc-2, -7); 127.1 (Fmoc-3, -6); 125.2, 125.1 (Fmoc-1, -8); 119.9
(Fmoc-4, -5); 117.9 (=CH,, Allyl); 84.1 (C-1); 78.8 (C-4); 76.4 (C-5); 71.8 (C-3); 67.1
(Thr-B); 66.8 (CH,, Fmoc); 65.5 (O-CH,, Allyl); 59.4 (Thr-a); 57.0 (C-2); 47.1 (CH,
Fmoc); 40.4 (C-6); 36.9 (CH,-CONH;); 25.8 (CHjs, fert-Butyl, TBS); 25.2 (S-CH,);
18.8 (Thr-y); 18.2 (Cq, tert-Butyl, TBS); -3.9, -4.9 (2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 787.4 (12 %, [M + H]',
ber. 787.3); 809.3 (100 %, [M + Na]", ber. 809.3).

C33H54N4040SS1 (787.01)
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3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
cystyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiureamid (127)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 56.9 mg (144 %).
Das gewlinschte Produkt kann nicht nachgewiesen werden.

ESI-MS (Rohprodukt, Waters), positiv [m/z] =664.4 (100 %); 817.0 (10 %); 837.1
(8 %).

C37H524N4008,Si (789.05)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
methionyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (128)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 44.0 mg (108 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (100 %); 787.1 (8 %,
[M + HJ, ber. 787.3); 839.1 (88 %, [M + Na]", ber. 839.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient 1X): 6.5 min (8 %); 7.4 min (12 %,
Fmoc-Met-OH); 9.7 min (82 %, 128).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 12.0 mg (29 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat; [a]i)o =-27.9 (c = 1.0, Chloroform).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=30.8 min (85 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Pumpe defekt, daher kein Gradient sondern reines Acetonitril; R, =
20 min.

400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H-COSY, = CDCI;): S[ppm]=7.61  (d, 2H,
Tis-ia= Jns.e= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.50 (d, 2H, *Juim2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.45 (m, 1H, oNH, Leu); 7.23 (t, 2H, “Jio3=Jue7= 7.4 Hz, H2-,
H7-Fmoc); 7.16 (t, 2H, *Jys.ns=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.93 (d, 1H, H?,
CONH,, Anker); 6.62 (d, 1H, Hb, CONH,, Anker); 6.53 (d, 1H, 6-NH, Amid); 5.75 (m,
2H, =CH, Allyl, 2-NH, Carbamat); 5.14 (dd, 1H, *Jyus = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl);
5.03 (d, 1H, *Jss=10.3 Hz, H®; =CH,, Allyl); 4.34 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.19
(m, 3H, aCH, Met, CH,, Fmoc); 4.07 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.50 (m, 1H, H-6); 3.44 (m,
1H, H-5); 3.41 (m, 2H, H-2, H-6"); 3.10 (m, 1H, H-4); 3.03 (m, 1H, H-3); 2.91 (m, 1H,
H?, S-CH,); 2.64 (m, 1H, H°, S-CH); 2.43 (m, 1H, yICH, Met); 2.39 (m, 3H,
CH,-CONH,, y2CH, Met); 2.00 (m, 1H, B1CH, Met);1.95 (s, 3H, ¢CH3s, Met); 1.77 (m,
1H, B2CH, Met); 0.71 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); -0.03, -0.08 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).
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100.6 MHz-"*C-NMR (HMQC, CDCls): & [ppm] = 174.2 (C=0, CONH,, Anker); 172.9
(C=0, Amid, Met); 157.4, 156.4 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 143.8, 143.7
(Fmoc-8a, -9a); 141.1 (Fmoc-4a, -4b); 131.6 (CH, Allyl); 127.6 (Fmoc-2, -7); 127.1
(Fmoc-3, -6); 125.1 (Fmoc-1, -8); 119.8 (Fmoc-4, -5); 117.5 (=CH,, Allyl); 84.3 (C-1);
78.9 (C-4); 76.2 (C-5); 71.6 (C-3); 66.5 (CH,, Fmoc); 65.3 (O-CH,, Allyl); 57.3 (C-2);
55.1 (Met-a); 47.1 (CH, Fmoc); 40.6 (C-6); 36.8 (CH,-CONH,); 32.1 (Met-p); 30.1
(Met-y); 25.8 (CHs, tert-Butyl, TBS); 25.5 (S-CHy); 18.1 (Cq, fert-Butyl, TBS); 15.3
(Met-g); -4.0, -5.0 (2 x CH3, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 817.3 (8 %, [M + H]",
ber. 818.1); 839.2 (100 %, [M + Na]", ber. 840.1); 856.1 (17 %, [M + K]", ber. 857.0).

C30Hs6N;010S,Si (817.10)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
arginyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (129)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 34.6 mg (82 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (17 %); 755.5 (22 %); 842.4
(100 %, [M + H]", ber. 842.4); 864.4 (5 %, [M + Na]", ber. 864.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule D, Gradient 1X): 8.80 min (15 %); 10.30 min (10 %);
11.33 min (20 %, 129).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=32.9 min (57 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, = 58 min.

Das Produkt kann nicht durch HPLC gereinigt werden. Nach der semi-prdparativen
HPLC koénnen lediglich 0.9 mg eines Substanzgemischs isoliert werden.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 842.5 (100 %, [M + H]", ber.
842.4).

C40Hs50N709SS1 (842.09)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
lysyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (130)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 13.5 mg (30 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =700.20 (30 %); 727.3.5 (26 %);
814.4 (100 %, [M + H]", ber. 814.4); 840.3 (12 %, [M + Na]", ber. 840.4).
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HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R; = 9.6 min (69 % bei A = 254 nm).

Aufgrund der geringen Substanzmenge wird keine Reinigung durch semi-priparativer
HPLC durchgefiihrt.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] = 814.4 (100 %, [M + H]", ber.
814.4); 840.3 (22 %, [M + Na]", ber. 840.4).

C40Hs50N509SS1 (814.08)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
aspartyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (131)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 35.1 mg (88 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (100 %); 823.1 (5%,
[M + Na]’, ber. 823.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Siule C, Gradient 1X): 5.88 min (90 %, 131).

Ausbeute nach semi-préiparativer HPLC: 13.2 mg (33 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat; [a]i)o =3.9 (¢ = 1.0, Chloroform).

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=13.5 min (88 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 18-22 min.

400 MHz-'"H-NMR ~ (‘H-'H-COSY, =~ MeOD): S[ppm]=7.79 (d,  2H,
Tus-ia= Jns.e= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.67 (d, 2H, *Juim2="Turus= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.39 (t, 2H, “Juoms=Juens= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H,
Jis-na = Jus.ue= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 5.92 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.32 (dd, 1H,
ians = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.17 (d, 1H, *J = 10.3 Hz, H"; =CH,, Allyl);
4.48 (m, 4H, H-1, aCH, Asp, OCH,, Allyl); 4.38 (m, 2H, CH,, Fmoc); 4.23 (t, 1H, CH,
Fmoc); 3.77 (m, 1H, H-6); 3.48 (m, 1H, H-5); 3.42 (m, 2H, H-2); 3.31 (m, 2H, H-4, H-
6°); 3.23 (m, 1H, H-3); 3.17 (m, 1H, H*, S-CH,); 2.80 (m, 1H, H", S-CH,); 2.67 (m, 1H,
BCH,, Met); 2.54 (t, 2H, CH,-CONH,); 0.87 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.11, 0.08 (2s,
6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, MeOD): o [ppm]=175.7 (C=0, Siure, Asp); 174.3
(C=0, CONH,, Anker); 173.3 (C=0, Amid, Met); 157.9 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc,
Aloc); 143.9, 143.8 (Fmoc-8a, -9a); 141.2 (Fmoc-4a, -4b); 133.0 (CH, Allyl); 127.4
(Fmoc-2, -7); 126.8 (Fmoc-3, -6); 124.9 (Fmoc-1, -8); 119.5 (Fmoc-4, -5); 116.1 (=CH,,
Allyl); 84.7 (C-1); 78.7 (C-4); 76.8 (C-5); 72.3 (C-3); 66.8 (CH,, Fmoc); 65.0 (O-CH,,
Allyl); 57.1 (C-2); 52.5 (Asp-a); 46.8 (CH, Fmoc); 40.5 (C-6); 38.1 (Asp- B); 36.3
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(CH,-CONH,); 25.5 (CHj, fert-Butyl, TBS); 25.1 (S-CHa); 17.7 (Cy, fert-Butyl, TBS); -
5.1,-6.1 (2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 801.3 (8 %, [M + H]",
ber. 801.3); 823.2 (100 %, [M + Na]", ber. 823.3); 840.2 (17 %, [M + K]", ber. 840.2).

C33H52N4041SS1 (800.99)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
asparaginyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-$-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (132)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 46.2 mg (115 %)).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =708.3 (15 %); 822.4 (100 %,
[M + Na]’, ber. 822.3).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 5.4 mg (13 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=20.7 min (80 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 32 min.

400 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.77 (d, 2H, *Juzua=Jus.e=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.67 (d, 2H, *Juim="Ju7us=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.41 (t, 2H,
T3 = Jner = 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.34 (m, 3H, *Jisns= "Jus-ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc, H, YCONH,, Asn); 6.91 (d, 1H, Hb, YyCONH,, Asn); 6.55 (d, 2H, CONH,,
Anker); 5.92 (m,, 1H, =CH, Allyl); 5.29 (dd, 1H, *Jyans = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl);
5.17 (d, 1H, *Jss = 10.3 Hz, H; =CH,, Allyl); 4.90 (d, 1H, 2-NH, Carbamat); 4.47 (m,
4H, H-1, aCH, Asn, OCH,, Allyl); 4.33 (m, 2H, CH,, Fmoc); 4.21 (t, 1H, CH, Fmoc);
3.74 (m, 2H, H-2, H-5); 3.50 (m, 3H, H-4, H-6, H-6"); 3.25 (m, 1H, H-3); 3.00 (m, 1H,
H, S-CH,); 2.76 (m, 1H, H®, S-CH,); 2.60 (d, 2H, BCH,, Asn); 2.51 (t, 2H,
CH,-CONHS,); 0.84 (s, 9H, terz-Butyl, TBS); 0.09, 0.05 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =822.4 (100 %,
[M + Na]’, ber. 822.3).

C33Hs3N5040SS1 (800.01)



5 EXPERIMENTELLER TEIL 185

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-N-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-glutaminyl)-amino-6-desoxy-B-D-glucopyranosyl-
mercapto]|-propionsiureamid (133)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 44.0 mg (108 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =528.3 (23 %); 814.5 (14 %,
[M + HJ, ber. 814.3); 836.4 (100 %, [M + Na]", ber. 836.3).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 6.1 mg (15 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=20.2 min (88 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, =33 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] =7.91 (s, 1H, H*, SCONH,, Gln); 7.71 (d, 2H,
Tis-ta= Jnse= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.54 (d, 2H, *Jui.m2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.41 (t, 2H, “Juoms=Jueny= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.26 (t, 2H,
Vis-a= Juse= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 6.47 (d, 1H, H", SCONH,, Gln); 6.30 (s, 1H,
H?, CONH,, Anker); 6.12 (s, 1H, Hb, CONH,, Anker); 5.82 (m,, 1H, =CH, Allyl); 5.26
(m, H™*, =CH,, Allyl, 2H, 2-NH, Carbamat); 5.14 (d, 1H, H® =CH,, Allyl,
37=10.3 Hz); 4.47 (m, 3H, H-1, OCH,, Allyl); 4.35 (m, 3H, aCH, GIn, CH,, Fmoc);
4.15 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.93 (m, 1H, H-6); 3.58 (m, 2H, H-2, H-5); 3.39 (m, 1H, H-6");
3.25 (m, 1H, H-4); 3.14 (m, 1H, H-3); 2.97 (m, 1H, H* S-CH,); 2.74 (m, 1H, H",
S-CH,); 2.49 (t, 2H, CH,-CONH,); 2.29 (m, 2H, yCH,, Gln); 2.08 (m, 1H, p1CH, Gln);
1.93 (m, 1H, B2CH, Gln); 0.82 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.07, 0.02 (2s, 6H, 2 x CH,
TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 814.5 (3 %, [M + H]",
ber. 814.3); 836.4 (100 %, [M + Na]", ber. 836.3).

C39H55N5040SS1 (814.03)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
tyrosyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (134)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 41.4 mg (98 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 664.4 (100 %); 871.1 (32 %,
[M + Na]’, ber. 871.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient I1X): 9.4 min (98 %, 134).

Ausbeute nach semi-préiparativer HPLC: 14.1 mg (33 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat; [a]i)o =-72.2 (c = 1.0, Chloroform).
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HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=31.5 min (84 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; =41 min.

400 MHz-'H-NMR ('H-'H-COSY, MeOD): & [ppm] =7.83 (s, 1H, oNH, Tyr); 7.77 (d,
2H, *Tisna= Jus.e= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.58 (d, 2H, *Juim2="Turus= 7.7 Hz,
H1-, H8-Fmoc); 7.41 (t, 2H, *Jupp3 = Jue7= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H,
a4 = Jnsnie = 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 7.10 (m, 2H, 81CH, 82CH, Tyr); 6.94 (d, 2H,
elCH, €1CH, Tyr); 6.18 (m, 2H, CONH,, Anker); 5.90 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.31 (dd,
1H, *Jirans = 17.4 Hz, H™", =CH,, Allyl); 5.22 (d, 1H, *J.is = 10.3 Hz, H®, =CH,, Allyl);
4.58 (d, 2H, OCH,, Allyl); 4.38 (m, 3H, aCH, Asp, CH,, Fmoc); 4.22 (t, 1H, CH,
Fmoc); 4.15 (d, 1H, *J;,=9.4 Hz, H-1); 3.83 (m, 1H, H-6); 3.37 (m, 2H, H-2, H-5);
3.05 (m, 2H, H-4, BICH, Tyr); 2.94 (m, 3H, H-3, H-6’, p2CH, Tyr); 2.73 (m, 1H, H*,
S-CH,); 2.60 (m, 1H, H®, S-CH,); 2.34 (t, 2H, CH,-CONH,); 0.94 (s, 9H, tert-Butyl,
TBS); 0.21, 0.10 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz-"C-NMR (HMQC, MeOD): 6 [ppm] = 174.4 (C=0, CONH,, Anker); 173.6
(C=0, Amid, Tyr); 157.9 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 153.7 (Arom. C4, Tyr);
143.7 (Fmoc-8a, -9a); 141.2 (Fmoc-4a, -4b); 133.7 (CH, Allyl); 132.3 (Arom. C2, C6,
Tyr); 129.7 127.4 (Fmoc-2, -7); 127.8 (Arom. C1, Tyr); 127.1 (Fmoc-3, -6); 124.9
(Fmoc-1, -8); 120.0 (Fmoc-4, -5); 118.4 (=CH,, Allyl); 117.2 (Arom. C3, C5, Tyr); 83.2
(C-1); 78.6 (C-4); 76.1 (C-5); 69.4 (C-3); 67.2 (CH,, Fmoc); 66.4 (O-CH,, Allyl); 57.6
(Tyr-a); 56.3 (C-2); 47.1 (CH, Fmoc); 40.5 (C-6); 38.9 (Tyr- B); 37.2 (CH,-CONH,);
25.8 (CHs, tert-Butyl, TBS); 24.0 (S-CHy); 18.3 (C,, tert-Butyl, TBS); -5.1, -6.0 (2 x
CHs;, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 849.2 (13 %, [M + H]',
ber. 849.4); 871.2 (100 %, [M + Na]", ber. 871.4); 888.1 (17 %, [M + K], ber. 888.3).

C43H56N4010SS1 (849.08)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
prolyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-glucopyranosylmercapto]-
propionsiaureamid (135)

Neben dem gewiinschten Produkt 135 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-[2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-prolyl)-
amino-6-desoxy-B-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 135’ isoliert werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 19.5 mg (50 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] = 691.2 (78 %, 135, [M + Na]", ber.
691.3); 783.4 (37 %, 135, [M + H]", ber. 783.3); 805.3 (100 %, 135, [M + Na]", ber.
805.3).
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Gewiinschtes Produkt (135): Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 3.8 mg (10 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=25.0 min (51 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 42 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.61 (d, 2H, *Juzua=Jusue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.44 (d, 2H, *Juim="Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.27 (t, 2H,
-3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.16 (t, 2H, “Jys.ns=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.20 (s, 2H, CONH,, Anker); 5.68 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.15 (d, 1H,
ans = 17.4 Hz, H™®, =CH,, Allyl); 5.03 (d, 1H, H*; =CH,, Allyl, °J = 10.3 Hz); 4.40
(d, 2H, OCH,, Allyl); 4.36 (d, 1H, 2-NH, Carbamat); 4.23 (m, 4H, H-1, aCH, Pro, CH,,
Fmoc); 4.10 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.41 (m, 7H, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6’, 6CH,, Pro);
3.17 (t, 1H, H-3); 2.83 (m, 1H, H*, S-CH,); 2.68 (m, 1H, H®, S-CH,); 2.36 (t, 2H,
CH,-CONH,); 1.96 (m, 4H, PCH,, yCH,, Pro); 0.69 (s, 9H, terz-Butyl, TBS); -0.05,
-0.10 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =805.3 (100 %,
[M + Na]", ber. 805.3).

C39Hs54N409SSi (783.02)

Desilyliertes Produkt (135°): Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 2.1 mg (6 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=12.3 min (34 % bei A =254 nm); semi-
priparative HPLC: Gradient VI; R = 17 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=7.63 (d, 2H, *Juzua=Jus.ue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.46 (d, 2H, *Juime="Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.27 (t, 2H,
Vo3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.17 (t, 2H, *Jusns=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.20 (s, 2H, CONH,, Anker); 5.68 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.15 (d, 1H,
ians = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.04 (d, 1H, *J = 10.3 Hz, H"; =CH,, Allyl);
4.40 (d, 2H, OCH,, Allyl); 4.36 (d, 1H, 2-NH, Carbamat); 4.23 (m, 2H, aCH, Pro CH,,
Fmoc); 4.19 (d, 1H, H-1); 4.12 (t, 1H, CH, Fmoc); 3.39-3.04 (m, 8H, H-2, H-3, H-4, H-
5, H-6, H-6’, 8CH,, Pro); 2.84 (m, 1H, H* S-CH,); 2.66 (m, 1H, H, S-CH,); 2.37 (4,
2H, CH,-CONH>); 1.96 (m, 4H, BCH,, yCH,, Pro).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =691.2 (100 %,
[M + Na]", ber. 691.3).

C33H40N4O0S (668.76)
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3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
tryptophyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (136)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 33.0 mg (76 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =872.4 (21 %, [M+H]', ber.
872.4); 894.5 (90 %, [M + Na]", ber. 894.5); 900.5 (100 %).

Ausbeute nach semi-priaparativer HPLC: 2.3 mg (5 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=27.8 min (23 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 46 min.

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm]=9.27 (s, 1H, €INH, Trp); 7.25 (m, 3H,
Tua-ta = Jnsnie = 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc, €3CH); 7.59 (d, 2H, *Jyim2="Turus= 7.7 Hz,
H1-, H8-Fmoc); 7.51 (d, 1H, Q2CH); 7.39 (t, 2H, *Jio.i3="Jue.7= 7.4 Hz, H2-,
H7-Fmoc); 7.30 (t, 2H, *Jus.ns= "Jus.ue= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 7.14 (m, 3H, 81CH,
C(3CH, n2CH);

6.52 (d, 1H, aNH, Trp); 5.95 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.34 (d, 1H, 3 wans = 17.4 Hz, H™",
=CH,, Allyl); 5.23 (d, 1H, 3Jgs = 10.3 Hz, H; =CH,, Allyl); 5.18 (d, 1H, 2-NH,
Carbamat); 4.67 (m, 3H, OCH,, Allyl, aCH, Trp); 4.42 (m, 3H, H-1, CH,, Fmoc); 4.13
(t, IH, CH, Fmoc); 3.85 (m, 1H, H-6); 3.72 (m, 2H, H-2, H-5); 3.41-2.95 (m, 7H, H-3,
H-4, H-6’, S-CH,, BCH,, Trp); 2.32 (t, 2H, CH,-CONH>); 0.93 (s, 9H, tert-Butyl, TBS);
0.20, 0.10 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =894.5 (100 %,
[M + Na]', ber. 894.4).

C4sHs7N50,SSi (872.11)

3-[2-N-(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-
histidyl)-amino-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-p-D-glucopyranosyl-
mercapto|-propionsiureamid (137)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.8 mg (86 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =T18.5 (69 %); 823.6 (100 %,
[M + H]", ber. 823.3); 845.5 (31 %, [M + Na]", ber. 845.3).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 4.5 mg (11 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=19.6 min (53 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R; = 38-42 min.

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 823.6 (89 %, [M + H]",
ber. 823.3); 845.5 (100 %, [M + Na]", ber. 845.3).

C40Hs54N6O9SS1 (823.04)

5.4.6 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.6

Parallelsynthese A

In 2 mit Polyethylenfritten verschlossene 5 ml-Spritzen werden je 120 mg des Polymers
56’ (Rink-Amid-Harz, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Zuerst wird die Aloc-
Schutzgruppe der 2-Aminofunktion nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur
Spaltung der Allyloxycarbonyl-Gruppe durch 12-stiindiges Schiitteln mit einer Losung
von 10mol%  Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium  und  0.25 mmol  p-
Toluolsulfinsdure in absol., entgastem Dioxan entfernt. Im zweiten Schritt setzt man die
Proben nach dem Quellen der Proben in absol. N,N-Dimethylformamid entsprechend
der allgemeinen Vorschrift fiir die Amidbildung in der 6-Position durch 12-stiindiges
Schiitteln mit einer Lésung von 0.25 mmol Fmoc-Ala-OH in 2.5 ml absol. N N-
Dimethylformamid unter Zusatz von 0.25 mmol HBTU, 0.25 mmol HOBt und
0.50 mmol Hiinigs Base um. Das Polymer wird anschlieBend abfiltriert, dreimal mit
jeweils 2 ml N,N-Dimethylformamid, dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan
und Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. Fiir eine Probe wird dieser
Vorgang zweimal durchgefiihrt, fiir die zweite Probe wiederholt man ihn insgesamt
dreimal. Die Abspaltung vom polymeren Triger erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift
mit 50%-iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit Mercaptomethylpolystyrol als
Scavenger.

3-(6-Azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-
L-alanyl-L-alanyl)-2-amino-2-desoxy-p-D-glucopyranosylmercapto)-
propionsiureamid (138)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 32.7 mg (85 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 2-NH-Aloc,
[M + NaJ"); 678.1 (12 %, [M — TBS + Na]", ber. 678.2); 792.1 (13 %, [M + Na]", ber.
792.3).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 0.5 mg (1 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.
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HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=22.6 min (16 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 35 min.

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 792.4 (100 %, [M + Na]", ber.
792.3); 1561.8 (2 %, [2M + Na]", ber. 1561.7).

C36Hs1N;05SSi (769.98)

3-(6-Azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-2-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-
L-alanyl-L-alanyl-L-alanyl)-2-amino-2-desoxy-p-D-glucopyranosylmercapto)-
propionsiaureamid (139)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 28.0 mg (67 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =512.1 (100 %, 2-NH-Aloc,
[M +Na]"); 749.2 (12 %, [M — TBS + Na]’, ber. 749.3); 863.2 (13 %, [M + Na]", ber.
863.4).

Ausbeute nach semi-praparativer HPLC: 1.4 mg (3 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=20.9 min (24 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 32 min.

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 863.4 (100 %, [M + Na]", ber.
863.4); 1704.9 (2 %, [2M + Na]", ber. 1704.7).

C39Hs56N3O09SS1 (841.06)

Parallelsynthese B

In 2 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden je 120 mg des
Polymers 56’ (Rink-Amid-Harz, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Zuerst wird die
Azidofunktion nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Staudinger-Reduktion mit
Tri-n-butylphosphin in absol. Tetrahydrofuran und anschlieBender Hydrolyse mit
Wasser und Triethylamin in N, N-Dimethylformamid in eine Aminofunktion iiberfiihrt.
Im zweiten Schritt setzt man die Proben nach dem Quellen der Proben in absol. N,N-
Dimethylformamid entsprechend der allgemeinen Vorschrift fiir die Amidbildung in der
6-Position durch 12-stiindiges Schiitteln mit einer Losung von 0.25 mmol Fmoc-Ala-
OH in 2.5 ml absol. N,N-Dimethylformamid unter Zusatz von 0.25 mmol HBTU,
0.25 mmol HOBt und 0.50 mmol Hiinigs Base um. Das Polymer wird anschlieSend
abfiltriert, dreimal mit jeweils 2 ml N N-Dimethylformamid, dann mit jeweils 2 ml
Methanol, Dichlormethan und Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. Fiir
eine Probe wird dieser Vorgang zweimal durchgefiihrt, fiir die zweite Probe wiederholt
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man ihn insgesamt dreimal. Die Abspaltung vom polymeren Tréiger erfolgt nach der
allgemeinen Vorschrift mit 50%-iger Trifluoressigsdure in Dichlormethan mit
Mercaptomethylpolystyrol als Scavenger.

3-(2-(N-Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl-L-alanyl)-6-amino-6-desoxy-4-O-p-
methoxybenzyl-B-D-glucopyranosylmercapto)-propionsiaureamid (140)

Neben dem gewiinschten Produkt 140 kann zusitzlich das desilylierte Derivat 3-[2-N-
(Allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl)-
amino-6-desoxy-p-D-glucopyranosylmercapto]-propionsdureamid 140’ nachgewiesen
werden.

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 20.5 mg (50 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =527.1 (100 %, 6-N3, [M + Na]");
736.1 (61 %, 140°, [M + Na]", ber. 736.3); 850.2 (89 %, 140, [M + Na]", ber. 850.3).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, ELS-Detektor defekt, UV-Detektion bei
254 nm): 6.15 min (15 %, Fmoc-Ala-OH); 6.43 min (11 %, 140’); 8.51 min (41 %,
140).

Gewiinschtes Produkt (140): Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 2.2 mg (5 %,
bezogen auf Kohlenhydrat am Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=22.9 min (38 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; Ry = 35 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.74 (d, 2H, *Juzua=Jusue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.56 (d, 2H, *Juim=Ju7us=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.37 (t, 2H,
T3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.29 (t, 2H, *Jys.na=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 6.83 (d, 2H, 6-NH, Amid, aNH, Ala); 6.15 (s, 1H, H*, CONH,, Anker); 5.85
(d, IH, Hb, CONH,, Anker); 5.83 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.74 (d, 1H, aNH, Amid, Ala’);
5.38 (d, 1H, Samme = 7.6 Hz, 2-NH, Carbamat); 5.27 (d, 1H, 3 ans = 17.4 Hz, H™,
=CH,, Allyl); 5.18 (d, 1H, *J.s = 10.3 Hz, H™, =CH,, Allyl); 4.78 (d, 1H, H-1); 4.50
(m, 3H, OCH,, Allyl, H*, CH,, Fmoc); 4.39 (m, 2H, aCH, Ala, Hb, CH,, Fmoc); 4.18
(m, 2H, aCH, Ala’, CH, Fmoc); 3.61 (m, 3H, H-5, H-6, H-6"); 3.41 (m, 1H, H-2); 3.23
(m, 1H, H-4); 3.13 (t, 1H, H-3); 3.03 (m, 1H, H*, S-CH,); 2.85 (m, 1H, H®, S-CH,);
2.52 (t, 2H, CH,-CONH,); 1.37 (m, 6H, 2 x BCH3, Ala); 0.83 (s, 9H, tert-Butyl, TBS);
0.08, 0.03 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

ESI-MS  (nach  semi-prdp. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] =847.2 (18 %,
[M + Ca]*", ber. 847.3); 850.2 (100 %, [M + Na]", ber. 850.3).

C40H57N5010SS1 (828.06)
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Desilyliertes Produkt (140°): wird nicht isoliert.
HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R;=13.1 min (26 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R, = 17 min.

ESI-MS (aus HPLC-MS, ThermoQuest), positiv [m/z] =736.2 (100 %, [M + Na]", ber.
736.3).

C34H43N5010S (713.80)

3-(2-(N-Allyloxycarbonyl)-2-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alanyl)-6-amino-6-desoxy-4-O-p-
methoxybenzyl-pB-D-glucopyranosylmercapto)-propionsiaureamid (141)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 25.1 mg (56 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =569.2 (36 %); 921.2 (100 %,
[M + Na]', ber. 921.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient IX, ELS-Detektor defekt, UV-Detektion bei
254 nm): 3.03 min (37 %); 8.22 min (53 %, 141).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 3.0 mg (7 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient II, R(=21.8 min (89 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient VI; R =35 min.

400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H-COSY, = MeOD):  &[ppm]=7.80 (d, 2H,
is-ia= Jns.ne= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.69 (d, 2H, *Jui.m2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.39 (t, 2H, *Jipms= Juens=7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H,
Jus-na=Jns.ne= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 5.90 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.31 (d, 1H,
ans = 17.4 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.16 (d, 1H, *J = 10.3 Hz, H, =CH,, Allyl);
4.50 (m, 4H, H-1, OCH,, Allyl, H*, CH,, Fmoc); 4.39 (m, 4H, 2 x aCH, Ala, H®, CH,,
Fmoc); 4.24 (t, 1H, CH, Fmoc); 4.12 (m, 1H, aCH, Ala); 3.69 (dd, 1H, H-6); 3.40 (m,
1H, H-2, H-5); 3.36 (m, 1H, H-4); 3.21 (t, 1H, H-3); 3.28 (dd, 1H, H-6"); 3.00 (m, 1H,
H®, S-CH,); 2.82 (m, 1H, H, S-CH,); 2.54 (t, 2H, CH,-CONH,); 1.36 (m, 9H,3 x BCHs,
Ala); 0.86 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.11, 0.08 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz-">C-NMR (MeOD): & [ppm] = 176.1, 175.1, 174.1, 173.32 (4 x C=0, Amid,
3 x Ala, Anker); 157.4, 155.8 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 143.9, 143.8 (Fmoc-
8a, -9a); 141.2 (Fmoc-4a, -4b); 132.6 (CH, Allyl); 127.4 (Fmoc-2, -7); 126.8 (Fmoc-3,
-6); 124.8 (Fmoc-1, -8); 119.5 (Fmoc-4, -5); 116.1 (=CH,, Allyl); 82.9 (C-1); 78.6 (C-
4); 76.8 (C-5); 71.7 (C-3); 66.7 (CH,, Fmoc); 65.0 (O-CH,, Allyl); 57.0 (C-2); 51.3,
49.5, 49.2 (3 x Ala-a); 47.1 (CH, Fmoc); 40.1 (C-6); 36.2 (CH,-CONH;); 25.6 (CHs,
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tert-Butyl, TBS); 25.1 (S-CH,); 17.3 (Cq, tert-Butyl, TBS); 16.6, 16.5, 16.3 (3 x Ala-p);
-5.1,-6.1 (2 x CH;, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, ThermoQuest), positiv [m/z] = 899.1 (10 %, [M + H]",
ber. 899.4); 914.2 (41 %, [M + Ca]*", ber. 918.3); 921.2 (100 %, [M + Na]", ber. 921.4);
937.2 (28 %, [M + K], ber. 937.3).

C43H62N6O11SS1 (899.14)

5.4.7 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.5.7

Parallelsynthese

In 3 mit Polyethylenfritten verschlossenen 5 ml-Spritzen werden je 120 mg des
Polymers 56’ (Rink-Amid-Harz, Beladung 0.42 mmol/g) eingewogen. Zuerst wird die
Aloc-Schutzgruppe der 2-Aminofunktion nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur
Spaltung der Allyloxycarbonyl-Gruppe durch 12-stiindiges Schiitteln mit einer Losung
von 10 mol% Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium und 0.25 mmol p-Toluol-
sulfinsdure in absol., entgastem Dioxan entfernt. Im zweiten Schritt setzt man die
Proben nach dem Quellen der Proben in absol. N,N-Dimethylformamid entsprechend
der allgemeinen Vorschrift fiir die Amidbildung in der 6-Position durch 12-stiindiges
Schiitteln mit einer Losung von 0.25 mmol Fmoc-Leu-OH in 2.5 ml absol. N N-
Dimethylformamid unter Zusatz von 0.25 mmol HBTU, 0.25 mmol HOBt und
0.50 mmol Hiinigs Base um. Das Polymer wird anschlieBend abfiltriert, dreimal mit
jeweils 2 ml N,N-Dimethylformamid, dann mit jeweils 2 ml Methanol, Dichlormethan
und Diethylether gewaschen und i. Hochvak. getrocknet. Die Abspaltung vom Triger
erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur glycosylierenden Abspaltung vom
Harz mit einer jeweils 7.5%-igen Losungen von Methanol, Ethanol oder 1-Butanol als
Akzeptoralkohol in absol. Dichlormethan.

Methyl-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-2-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-2-desoxy-4-O-p-methoxybenyzl-a/p-D-
glucopyranosid (142)

Ausbeute vor semi-priparativer HPLC: 19.8 mg (51 %)).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =559.2 (100 %, 2-NHAloc,
[M + Na]",); 810.2 (45 %, 142, [M + Na]", ber. 810.4).
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Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 5.9 mg (15 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient I, R;=23.2 min (79 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient IV; R; =41 min.

400 MHz-'H-NMR ~ ('H-'"H-COSY, CDCly):  S[ppm]=7.77 (d, 2H,
Tis-ia = Jns.ne= 7.7 Hz);, H4-, H5-Fmoc7.57 (d, 2H, *Tuimp="Jur.us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.41 (t, 2H, *Juoms=Tues=7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.32 (t, 2H,
Tia-ia = Jns.ne= 7.7 Hz, H3-, H6-Fmoc); 7.21 (d, 2H, *Jin-3 = Jus.ne = 8.6 Hz, H3-,
H5-Mpm); 6.88 (d, 2H, *Juo.3 =Jusme = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.30 (d, 1H,
3Intez = 8.8 Hz, 2-NH); 5.15 (s, 1H, aNH, Leu); 4.69 (d, 1H, *J=11.3 Hz, H*, CH,,
Mpm); 4.47 (m, 3H, H-1, H* CH,, Mpm, H*, CH,, Fmoc); 4.38 (m, 1H, H®, CH,,
Fmoc); 4.19 (t, 1H, CH, Fmoc); 4.13 (dt, 1H, aCH, Leu); 3.89 (t, 1H, H-3), 3.81 (s, 3H,
OCH;, Mpm); 3.64 (m, 1H, H-5); 3.56 (dt, 1H, H-2); 3.40 (dd, 1H, H-6); 3.35 (s, 3H,
OCHjs, glycosidisch); 3.30 (m, 2H, H-4, H-6");1.59 (m, 3H, BCH,, yCH, Leu); 0.94 (t,
6H, 2 x 3CH3, Leu); 0.88 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.05, 0.04 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz-"C-NMR (HMQC, CDCl3): & [ppm]=172.1 (C=0, Amid, Leu); 159.4
(C=0, Carbamat, Fmoc); 143.7 (Fmoc-8a, -9a); 141.3 (Fmoc-4a, -4b); 129.6 (Mpm-1);
129.3 (Mpm-3, -5); 127.8 (Fmoc-2, -7); 127.1 (Fmoc-3, -6); 125.0, 124.9 (Fmoc-1, -8);
120.0 (Fmoc-4, -5); 113.9 (Mpm-2, -6); 101.2 (C-1); 78.7 (C-4); 74,4 (C-5); 74.0 (CH,,
Mpm); 73.1 (C-3); 67.1 (CH,, Fmoc); 56.6 (O-CH3, glycosidisch); 56.2 (C-2); 55.3 (O-
CHj3, Mpm); 53.4 (Leu-a); 51.8 (C-6); 47.1 (CH, Fmoc); 40.9 (Leu-P); 25.8 (CHs, tert-
Butyl, TBS); 24.5 (Leu-y); 23.1 (Leu-9); 21.9 (Leu-8’); 17.9 (C, tert-Butyl, TBS); -4.1,
-4.2 (2 x CHs, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] =788.5 (16 %, [M + H]", ber.
788.4); 810.4 (100 %, [M + Na]’, ber. 810.4); 826.4 (13 %, [M+K]", ber. 826.4);
1598.9 (50 %, [2M + Na + 2], ber. 1598.9).

C41Hs3Ns05Si (788.02)

Ethyl-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-2-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-2-desoxy-4-O-p-methoxybenyzl-a/p-D-
glucopyranosid (143)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 25.2 mg (75 %).

ESI-MS  (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =573.2 (100 %); 824.2 (5%,
[M + Na]’, ber. 824.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient X): 5.28 min (11 %); 9.50 min (81 %,
143).
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Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 5.5 mg (14 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient I, R;=24.6 min (91 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient IV; Ry = 38 min.

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm]=7.74 (d, 2H, *Juzua=Jusue=7.7 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.55 (d, 2H, *Juim="Jurus=7.7 Hz, Hl-, H8-Fmoc); 7.38 (t, 2H,
-3 = Jner= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.31 (t, 2H, “Jys.na=Jus.ue= 7.7 Hz, H3-,
H6-Fmoc); 7.18 (d, 2H, Tz =Jus.ue = 8.6 Hz, H3-, H5-Mpm); 6.85 (d, 2H,
T3 = Jns-ne = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.24 (d, 1H, *Jxpm, = 8.8 Hz, 2-NH); 5.10 (s,
1H, oNH, Leu); 4.65 (d, 1H, H*, CH,, Mpm); 4.45 (m, 3H, H-1, H® CH,, Mpm, H?,
CH;, Fmoc); 4.30 (m, 1H, Hb, CH,, Fmoc); 4.15 (m, 2H, aCH, Leu, CH, Fmoc); 3.93 (t,
1H, H-3); 3.77 (s, 3H, OCH3, Mpm); 3.59 (m, 2H, H-2, H-5); 3.40 (m, 3H, H-6, OCH,,
OEt); 3.28 (m, 2H, H-4, H-6");1.59 (m, 3H, PCH,, yCH, Leu); 1.09 (t, 3H, CHs, OEt);
0.91 (t, 6H, 2 x 8CHs, Leu); 0.85 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.00, -0.01 (2s, 6H, 2 x CHs,
TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 824.4 (100 %, [M + Na]", ber.
824.4); 826.4 (13 %, [M + K]", ber. 826.4); 1626.8 (5 %, [2M + Na + 1], ber. 1626.8).

C42HssNsO5Si (802.4)

Butyl-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-2-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-L-leucyl)-amino-2-desoxy-4-O-p-methoxybenyzl-a/p-D-
glucopyranosid (144)

Ausbeute vor semi-praparativer HPLC: 26.3 mg (63 %).

ESI-MS (Rohprodukt, ThermoQuest), positiv [m/z] =573.2 (28 %); 601.2 (100 %);
852.3 (6 %, [M + Na]", ber. 852.4).

HPLC-MS (ThermoQuest, Sdule D, Gradient X): 5.28 min (13 %); 10.88 min (82 %,
144).

Ausbeute nach semi-priparativer HPLC: 5.8 mg (14 %, bezogen auf Kohlenhydrat am
Harz), farbloses Lyophilisat.

HPLC: analytische HPLC: Gradient I, R;=28.8 min (91 % bei A =254 nm); semi-
praparative HPLC: Gradient IV; R; = 47 min.

400 MHz-'H-NMR ~ ('H-'"H-COSY, CDCly):  S[ppm]=7.77 (d, 2H,
Tis-ia = Jnse= 7.7 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.57 (d, 2H, *Jui.m2="Tu7us= 7.7 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.41 (t, 2H, “Juoms=Tuey= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.29 (t, 2H,
Tiaia= Jns.ue= 7.7 Hz);, H3, H6-Fmoc7.21 (d, 2H, *Tyons =Tus.ue = 8.6 Hz, H3-,
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H5-Mpm); 6.88 (d, 2H, *Jup.3 =Jusme = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.27 (d, 1H,
Inimz = 8.8 Hz, 2-NH); 5.11 (s, 1H, oNH, Leu); 4.71 (d, 1H,°J,., = 10.2 Hz, H-1); 4.69
(d, 1H, 2J=11.3 Hz, H*, CH,, Mpm); 4.48 (m, 2H, H° CH,, Mpm, H*, CH,, Fmoc);
4.34 (m, 1H, Hb, CH,, Fmoc); 4.17 (m, 2H, CH, Fmoc, aCH, Leu); 3.99 (t, 1H, H-3),
3.80 (s, 3H, OCH3, Mpm); 3.78 (m, 1H, H?, O-CH,, O-nBu); 3.62 (m, 1H, H-5); 3.54
(m, 1H, H-2); 3.44 (dd, 1H, H-6); 3.33 (m, 3H, H-4, H-6’, H®, O-CHa, 0-nBu);1.62 (m,
2H, O-CH,-CH;, O-nBu); 1.59 (m, 3H, BCH,, yCH, Leu); 1.29 (m, 2H, CH,-CH3;, O-
nBu); 0.94 (t, 6H, 2 x 6CH3, Leu); 0.87 (s, 9H, fert-Butyl, TBS); 0.86 (t, CH3, O-nBu);
0.03, 0.01 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

100.6 MHz-"*C-NMR (HMQC, CDCls): & [ppm]=172.0 (C=0, Amid, Leu); 159.4
(C=0, Carbamat, Fmoc); 143.8, 143.7 (Fmoc-8a, -9a); 141.3 (Fmoc-4a, -4b); 129.6
(Mpm-1); 129.3 (Mpm-3, -5); 127.8 (Fmoc-2, -7); 127.1 (Fmoc-3, -6); 125.0 (Fmoc-1, -
8); 120.0 (Fmoc-4, -5); 113.9 (Mpm-2, -6); 99.6 (C-1); 78.5 (C-4); 74.1 (C-5); 74.0
(CH,, Mpm); 72.4 (C-3); 69.2 (O-CH,, O-nBu); 67.0 (CH,, Fmoc); 56.7 (C-2); 55.3
(O-CH3s, Mpm); 53.4 (Leu-a); 51.8 (C-6); 47.2 (CH, Fmoc); 41.8 (Leu-B); 31.7 (O-CH;-
CH,, O-nBu); 25.8 (CHj, fert-Butyl, TBS); 24.5 (Leu-y); 23.2 (Leu-d); 21.8 (Leu-9’);
19.2 (CH»-CH3, O-nBu); 17.9 (C,, tert-Butyl, TBS); 13.9 (CH3, O-nBu); -4.3, -4.4 (2 x
CHs;, TBS).

ESI-MS (nach semi-prip. HPLC, Waters), positiv [m/z] = 852.4 (100 %, [M + Na]", ber.
852.4); 1682.9 (16 %, [2M + Na + 1]", ber. 1682.9).

C4sHg3N505Si (830.10)

5.5 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.6

Phenyl-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-§-D-1-
thioglucopyranosid (146)

In einem Schlenkkolben wird unter Argonatmosphdre eine Losung von 50.0 g
(104 mmol) des peracetylierten Zuckerbausteins 34 und 17.0 ml (18.3 g, 166 mmol)
Thiophenol in 200 ml absol. Dichlormethan gelost und mit ca. 10 g ausgeheiztem,
pulverférmigem Molekularsieb 4A 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlieffend wir die Losung auf 0 °C gekiihlt und langsam mit 65 ml (0.52 mmol)
einer 48%-igen Losung des Bortifluorid-Diethylether-Komplexes in Diethylether
versetzt, wobei sich die Losung langsam rot farbt. Nach vollstindiger Zugabe der
Losung wird das Eisbad entfernt und die Losung 15 Stunden bei Raumtemperatur
gerrithrt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch durch Filtration iiber Celite® vom
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Molekularsieb getrennt. Die filtrierte Losung wird dann unter starkem Riihren
portionsweise in 250 ml einer eisgekiihlten, ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung
eingetragen. Nach vollstdndiger Zugabe der Reaktionlosung wird noch so lange festes
Natriumhydrogencarbonat zugegeben, bis keine Kohlenstoffdioxid-Entwicklung mehr
zu beobachten ist. Im Anschluss daran werden die Phasen getrennt und die wéssrige
Phase wird zweimal mit je 75 ml Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit je 150 ml ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und
ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak.
vollstindig vom Losungsmittel befreit.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Sdulenchromatographie an ca. 900 g Kieselgel mit
einem Laufmittelgemisch aus Dichlormethan und Ethylacetat (7/1).

Ausbeute: 31.3g (62 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]i)o =-1.6 (c=1.0,
Chloroform); Ry = 0.46 (DCM/EE = 7/1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCls5): &[ppm]=7.49 (d, 2H, *Jipus="Jus.
1 = 8.6 Hz, H2-, H6-SPh); 7.28 (m, H3-, H4, H5-SPh); 5.88 (m., 1H, =CH, Allyl);
5.30-5.18 (m, 3H, H-4, =CH,, Allyl); 5.00 (t, 1H, *J,.3="J34=9.7 Hz, H-3); 4.92 (d,
1H, *Jnime = 7.8 Hz, 2-NH); 4.85 (d, 1H, *J,,=9.8 Hz, H-1); 4.56 (d, 2H, *Jcup.
cmz = 4.3 Hz, OCH,, Allyl), 4.20 (d, 1H, *Js.¢ = 5.4 Hz, *J = 12,2 Hz, H-6); 4.13 (dd, 1H,
Js.¢ = 2.4 Hz, J=12,2 Hz, H-6"); 3.71-3.61 (m, 2H, H-2, H-5); 2.05, 1.99, 1.98 (3s,
9H, 3 x CH3, OAc).

75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCl3): &[ppm]=170.6, 169.4 (C=0, OAc); 155.3
(C=0, Carbamat); 132.8 (SPh-2, -6); 132.5 (CH, Allyl); 132.2 (SPh-4); 128,9 128.2
(SPh-3, -5); 117.7 (=CH,, Allyl); 86.7 (C-1); 75.7 (C-2); 73.4 (C-4); 68.5 (C-3); 65.9
(0-CH,, Allyl); 62.4 (C-6); 55.0 (C-5); 20.7, 20.6, 20.6 (3 x CH;, OAC).

FD-MS, positiv [m/z] = 481.9 (48 %, [M + H]", ber. 482.5); 483.0 (9 %, [M + H]", ber.
482.5); 964.0 (21 %, [2M + H]", ber. 964.0).
C,H7NOoS (481.52) ber.. C:53.88 H: 5.65 N:2.91 S: 6.66

gef.: C:53.54 H:5.55 N:2.86 S:6.56

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-4,6-O-p-methoxybenzyliden-p-D-1-
thioglucopyranosid (148)

Eine Losung von 31.3 g (64.9 mmol) des Thioglycosids 146 in ca. 300 ml absol.
Methanol werden mit einer 1 M Natriummethanolat-Ldsung in Methanol auf einen pH-
Wert von 9.0 eingestellt. Nach 30 Minuten wird mit dem Ionenaustauscher-Harz
Amberlite® IR-120 (H-Form) neutralisiert. Nach dem  Abfiltrieren des
Ionenaustauschers wird das Losungsmittel vollstdndig i. Vak. entfernt.
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Der Riickstand wird in ca. 250 ml absol. N,N-Dimethylformamid aufgenommen, mit
15.3 ml (16.6 g, 90.9 mmol) Anisaldehyddimethylacetal und einer katalytischen Menge
p-Toluolsulfonsidure-Monohydrat versetzt. Die Losung wird dann bei 50 °C und 20 —
25 mbar zur Reaktion gebracht. Nach einer Stunde ist der Umsatz vollstindig und die
Losung wird mit Triethylamin neutralisiert. Das Ldsungsmittel wird zunéchst i.
Hochvak. entfernt. Letzte Spuren vonmN, N-Dimethylformamid werden danach durch
dreimalige Kodestillation mit jeweils 50 ml Toluol entfernt.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Séulenchromatographie an ca. 750 g Kieselgel mit
Dichlormethan / Ethylacetat (7/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 15.7g (51 %); farbloser, amorpher Feststoff;[a]) =-21.4 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.31 (DCM/EE = 7/1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCls5): &[ppm]=7.19 (d, 2H, *Jipus="Jus.
16 = 8.7 Hz, H2-, H6-SPh); 7.12 (d, 2H, *Jipp-ii3 = *Juisne = 8.6 Hz, H3-, H5-Mpm); 7.05-
6.99 (m, 3H, H3-, H4-, H5-SPh); 6.58 (d, 2H, *Jip-u3 = *Jus.ue = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm);
5.67 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.21 (s, 1H, CH, Acetal); 5.07 (d, 1H, *Jyans = 16.4 Hz,
H"™™  =CH,, Allyl); 4.93 (d, 1H, *J4 =10.2 Hz, H®; =CH,, Allyl); 4.79 (d, 1H,
3J,,=10.6 Hz, H-1); 4.54 (d, 1H, *Jxim = 4.3 Hz, 2-NH); 4.33 (dt, 2H, OCH,, Allyl);
4.00 (dd, 1H, *Js.¢ = 4.7 Hz, *J = 10.2 Hz, H-6); 3.60 (m, 1H, H-3); 3.52 (s, 3H, OCHs,
Mpm); 3.47 (dd, H-6"); 3.22 (m, 3H, H-2, H-3, H-5).

100.6 MHz->C-NMR (HMQC, CDCly): &[ppm]=159.9 (Mpm-4); 1562 (C=O,
Carbamat); 133.4 (SPh-1); 132.9 (CH, Allyl); 131.2 (SPh-2, -6); 129.7 (Mpm-1); 128.7
(SPh-3, -5); 127.6 (Mpm-3, -5); 127.2 (SPh-4); 117.1 (=CHa, Allyl); 113.2 (Mpm-2, -
6); 101.4 (CH, Acetal); 87.2 (C-1); 81.1 (C-4); 72.0 (C-5); 70.1 (C-2); 68.3 (C-6); 65.2
(0-CH,, Allyl); 57.0 (C-3); 55.1 (OCH;, Mpm).

C,4H27NO7S (473.54) ber.: C:60.87 H: 5.75 N: 2.96 S:6.77
gef.: C:60.77 H:5.91 N: 3.04 S:6.77

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-O-
p-methoxybenzyliden-B-D-1-thioglucopyranosid (149)

Eine Losung von 9.20g (19.4mmol) des Acetals 148 in ca. 150ml
N,N-Dimethylformamid wird mit 15.7 ml (15.3 g, 194 mmol) Pyridin versetzt und auf
0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur werden langsam 6.25 ml (7.19 g, 27.2 mmol)
Trifluormethansulfonsdure-fert-butyldimethylsilylester zugetropft. Dann wird das
Eisbad entfernt und das Reaktionsgemisch wird 40 Minuten bei Raumtemp. geriihrt.
Zum Aufarbeiten wird die Reaktionslosung auf ca. 300ml einer ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung  gegossen. Nach der Zugabe von 300 ml
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Dichlormethan werden die Phasen getrennt. Die wéssrige Phase wird zweimal mit je
100 ml Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden mit je
250 ml ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung, 1 M Salzsdure, ges. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung und ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, mit Magnesiumsulfat
getrocknet und i. Vak. vom Lsungsmittel befreit. Das restliche N, N-Dimethylformamid
wird durch dreimaliges Codestillieren mit jeweils 50 ml Toluol entfernt.

Die Reinigung erfolgt durch Flash-Sdulenchromatographie an 300 g Kieselgel mit
Dichlormethan/Ethylacetat (12/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 10.2 g (89 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]i)o =-163.7 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.55 (DCM/EE = 20/1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCls): &[ppm]=7.46 (d, 2H, *Jupus="Jus.
16 = 8.7 Hz, H2-, H6-SPh); 7.36 (d, 2H, *Jipp-iis = “Juisne = 8.8 Hz, H3-, H5-Mpm); 7.28-
7.23 (m, 3H, H3-, H4-, H5-SPh); 6.85 (d, 2H, *Ji2-u3 = *Jus.ue = 8.8 Hz, H2-, H6-Mpm);
5.89 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.42 (s, 1H, CH, Acetal); 5.30 (d, 1H, *Jyuns = 17.3 Hz, H™",
=CH,, Allyl); 520 (d, 1H, *J4=10.3Hz, H; =CH,, Allyl); 5.07 (d, 1H,
3J15=10.3 Hz, H-1); 4.94 (d, 1H, *Jxim2 = 7.7 Hz, 2-NH); 4.55 (dt, 2H, OCH,, Allyl);
4.29 (dd, 1H, *Js.¢ = 4.3 Hz, *J = 10.3 Hz, H-6); 4.07 (m, 1H, H-3); 3.77 (s, 3H, OCHs,
Mpm); 3.72 (dd, H-6"); 3.47-3.31 (m, 3H, H-2, H-4, H-5); 0.91 (s, 9H, tert-Butyl, TBS);
0.08, 0.07 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz->C-NMR (HMQC, CDCl3): & [ppm]=160.0 (Mpm-4); 155.5 (C=0,
Carbamat); 133.1 (CH, Allyl); 132.3 (SPh-2, -6); 129.7 (Mpm-1); 128.9 (SPh-3, -5);
127.9 (Mpm-3, -5); 127.6 (SPh-4); 118.0 (=CH,, Allyl); 113.5 (Mpm-2, -6); 101.7 (CH,
Acetal); 86.9 (C-1); 81.9 (C-4); 23.1 (C-3); 70.3 (C-5); 68.6 (C-6); 65.8 (O-CH,, Allyl);
58.2 (C-2); 55.2 (OCH3, Mpm); 25.9 (CHs, tert-Butyl, TBS); 18.2 (Cy, tert-Butyl, TBS);
-4.0, -5.0 (2 x CHs, Methyl, TBS).

FT-IR (KBr) V [em™] = 3346, 3018, 2955, 2931, 2857 [s, v (C-H]; 1714 [s, v (C=0)];

1615, 1514 [m, v (C=C, Aromat)]; 1383 [m, v (O-C-O, Acetal)].

C30H41NO;SSi (587.80) ber.. C:61.09 H: 7.35 N:2.37 S:5.44
gef.: C:61.14 H: 7.44 N:2.38 S:5.45

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-4-O-p-
methoxybenzyl--D-1-thioglucopyranosid (150)

6.67 g (11.2 mmol) des vollstdndig blockierten Glucosebausteins 149 werden in ca.
250 ml absol. Acetonitril gelost, auf 0 °C gekiihlt und mit 25.8 g (279 mmol)
Natriumcyanoborhydrid versetzt. Man ldsst 30 Minuten bei 0 °C riihren, versetzt dann
tropfenweise mit 12.9ml (11.0g, 27.9 mmol) Chlortrimethylsilan und lasst
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anschlieBend auf Raumtemp. auftauen. Nach 17-stiindigem Riihren werden erneut
129 ml (11.0 g, 27.9 mmol) Chlortrimethylsilan zugetropft und es wird weitere drei
Stunden geriihrt. Dann wird die Reaktionslosung in 400 ml eine eisgekiihlten, stark
geriihrten Losung aus gleichen Teilen ges. Kaliumcarbonat- und ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung eingetragen. Man gibt 200 ml Dichlormethan zu und
trennt die Phasen. Die wissrige Phase wird noch dreimal mit jeweils 50 ml
Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden zunichst eine
Stunde mit 250 ml einer 1 M wiéssrigen Zitronensdure-Losung geriihrt. Nachdem die
Phasen getrennt wurden, wéscht man die organische Phase mit je 150 ml ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und ges. Natriumchlorid-Losung, trocknet mit
Magnesiumsulfat und entfernt das Losungsmittel vollstdndig im Vakuum.

Die Reinigung erfolgt durch Saulenchromatographie an ca. 400 g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (2/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 5.69g (87 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]f)o =5.6 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.10 (CH/EE = 3/1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'H-COSY, CDCls): &[ppm]=7.46 (d, 2H, *Jipus="Jus.
e = 8.6 Hz, H2-, H6-SPh); 7.27 (m, 3H, H3-, H4-, H5-SPh); 7.22 (d, 2H, H3-,
H5-Mpm, Tz = Jusie = 8.6 Hz); 6.86 (d, 2H, H2-, H6-Mpm, “Jins = Jus.
e = 8.6 Hz); 5.83 (m,, 1H, =CH, Allyl); 5.34 (d, 1H, *Jyans = 17.2 Hz, H™", =CH,,
Allyl); 5.22 (d, 1H, *Jis = 10.6 Hz, H; =CH,, Allyl); 4.95 (m, 2H, H-1, 2-NH); 4.72
(d, 1H, 2J=11.2Hz, CH,, H%, Mpm); 4.59 (dt, 2H, OCH,, Allyl); 4.53 (d, 1H,
2J=11.2 Hz, CH,, H°, Mpm); 3.82 (m, 1H, H-3); 3.80 (s, 3H, OCHs, Mpm); 3.78 (dd,
1H, H-6); 3.62 (dd, H-6"); 3.50 (m, 1H, H-2); 3.40 (m, 2H, H-4, H-5); 0.91 (s, 9H, tert-
Butyl, TBS); 0.08, 0.07 (2s, 6H, 2 x CHs, TBS).

100.6 MHz->C-NMR (HMQC, CDCl3): &[ppm]=159.2 (Mpm-4); 155.5 (C=0,
Carbamat); 133.6 (CH, Allyl); 131.6 (SPh-2, -6); 130.0 (Mpm-1); 129.2 (Mpm-3, -5);
129.0 (SPh-3, -5); 127.6 (SPh-4); 117.9 (=CH,, Allyl); 113.8 (Mpm-2, -6); 86.4 (C-1);
79.4 (C-4); 78.6 (C-5); 75.8 (C-3); 65.8 (O-CH,, Allyl); 62.2 (C-6); 57.7 (C-2); 55.3
(OCH3, Mpm); 25.9 (CH;, tert-Butyl, TBS); 18.0 (Cg, tert-Butyl, TBS); -3.9, -4.4 (2 x
CHj3, Methyl, TBS).

C30H43NO-SSi (589.82) ber.. C:61.09 H: 7.35 N: 2.37 S:5.44
gef.: C:61.12 H: 7.44 N:2.48 S:5.28
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Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-p-methoxybenzyl-p-D-1-thioglucopyranosid (145)

Eine Losung von 2.64 g (4.48 mmol) des Glucose-Bausteins 150 in ca. 150 ml absol.
Toluol werden mit 4.70 g (8.95 mmol) Triphenylphosphin versetzt und auf 0 °C
gekiihlt. Dann werden langsam 3.52 ml (8.95 mmol) Diisopropylazodicarboxylat
zugetropft und man ldsst 15 Minuten bei 0 °C rithren. AnschlieBend werden 1.32 g
(8.95 mmol) Nicotinoylazid 54 zugegeben. Das Eisbad wird nach 10 Minuten entfernt.
Nach 2-stiindigem Riihren bei Raumtemp. werden 10 ml Methanol zur Vernichtung des
tiberschiissigen Diisopropylazodicarboxylat zugegeben und weitere 10 Minuten gertihrt.
Danach wird das Losungsmittel vollstandig i. Vak. entfernt. Im Anschluss wird der
Riickstand in ca. 20 ml Diethylether aufgenommen und 15 Minuten geriihrt. Dann wird
das ausgefillte Triphenylphosphinoxid abfiltriert und die Losung i. Vak. bis zur
Trockene eingeengt.

Die Reinigung erfolgt durch zweimalige Flash-Sdulenchromatographie an ca. 250 g
Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (4/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 1.97 g (72 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]f)o =-154 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.15 (CH/EE = 2/1).

400 MHz-'"H-NMR ('H-'"H-COSY, CDCl3): & [ppm]=7.53 (m, 2H, H2-, H6-SPh);
7.29-7.20 (m, 3H, H3-, H4-, H5-SPh); 7.21 (d, 2H, *Jio-3 = “Jus.ne = 8.6 Hz, H3-,
H5-Mpm); 6.87 (d, 2H, *Jin-13 = “Jus.ue = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.92 (m., 1H, =CH,
Allyl); 5.34 (dt, 1H, *Juans = 17.3 Hz, 2T = 1.4 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.22 d(d, 1H,
3Jeis = 10.3 Hz, 2J=1.4Hz, H®; =CH,, Allyl); 5.06 (d, 1H, *J,,=11.1 Hz, H-1);
4.94 (d, 1H, *Jnmz = 9.8 Hz, 2-NH); 4.76 (d, 1 H, *J = 11.2 Hz, CH,, H*, Mpm); 4.59
(d, 2H, *Jcna-cu2 = 6.7 Hz, O-CH,, Allyl); 4.46 (d, 1H, 2J = 11.2 Hz, CH,, H®, Mpm);
3.88 (t, 1H, H-3); 3.80 (s, 3H, O-CHs, Mpm); 3.45 (m, 3H, H-2, H-4, H-6); 3.35 (t, 1H,
H-5); 3.20 (dd, 1H, *Js.c = 4.7 Hz, T = 10.2 Hz, H-6"); 0.92 (s, 9H, tert-Butyl, TBS);
0.08 (s, 6H, 2 x CH3, TBS).

100.6 MHz-">C-NMR (HMQC, CDCl3): O [ppm]=159.3 (Mpm-4); 155.4 (C=0,
Carbamat); 132.8 (CH, Allyl); 132.4 (SPh-2, -6); 129.4 (Mpm-1); 129.2 (SPh-1); 128.9
(SPh-3, -5); 128.8 (Mpm-3, -5); 127.9 (SPh-4); 117.9 (=CH,, Allyl); 113.9 (Mpm-2, -
6); 86.3 (C-1); 79.2 (C-4); 78.1 (C-5); 75.7 (C-3); 74.6 (CH,, Mpm); 65.7 (O-CH,,
Allyl); 57.6 (C-2); 55.3 (OCHs, Mpm); 51.5 (C-6); 25.9 (CHs, tert-Butyl, TBS); 18.0
(Cq, tert-Butyl, TBS); -4.0, -4.4 (2 x CH3, Methyl, TBS).

C30H43NOSSi (589.82) ber.. C:58.61 H: 6.89 N:9.11 S:5.22
gef.: C:58.60 H: 7.02 N: 8.92 S:5.13
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5.6 VERSUCHE ZU KAPITEL 3.7

5.6.1 VERSUCHE zU KAPITEL 3.7.1

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-p-
methoxybenzyl--D-1-thioglucopyranosid (152)

Eine Losung von 412 mg (670 pmol) des Silylethers 145 in ca. 25 ml absol. Acetonitril
wird unter Riithren mit 0.52 ml (804 pmol) einer 50%-igen Losung von Tetrabutyl-
ammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril versetzt und vier Stunden bei Raumtemp.
geriihrt. Dann werden nochmals 0.52 ml (804 umol) der 50%-igen Losung von
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril zugegeben und weitere zwei
Stunden bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel vollstindig i.
Vak. entfernt. Der Riickstand wird in ca. 30 ml Dichlormethan aufgenommen und mit
15 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase
wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.

Die Reinigung erfolgt durch Sédulenchromatographie an ca. 80 g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (2/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 215mg (64 %); farbloser, amorpher Feststoff; e[} =-4.8 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.10 (CH/EE = 2/1).

300 MHz-'"H-NMR (CDCls): & [ppm] = 7.49 (m, 2H, H2-, H6-SPh); 7.28 (m, 3H, H3-,
H4-, H5-SPh); 7.21 (d, 2H, *J-u3 = Jus.ue = 8.5 Hz, H3-, H5-Mpm); 6.84 (d, 2H,
-3 = “Jns-ne = 8.5 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.92 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.32 (dd, 1H,
Jwans= 17.3 Hz, 2J = 1.4 Hz, H™®, =CH,, Allyl); 5.22 (d, 1H, *J = 10.3 Hz, H®®, =CH,,
Allyl); 5.14 (s, 1H, 2-NH); 4.78 (d, 1H, *J=11.0 Hz, CH,, H*, Mpm); 4.68 (d, 1H,
3J1,= 8.8 Hz, H-1); 4.57 (m, 3H, OCH,, Allyl, CH,, H®, Mpm); 3.79 (m, 1H, H-3); 3.77
(s, 3H, O-CH3, Mpm); 3.49 (dd, 1H, *Js.c=4.7 Hz, *J = 10.2 Hz, H-6); 3.44-3.25 (m,
4H, H-2, H-4, H-5, H-6").

75.5 MHz->C-NMR (DEPT, CDCl3): &[ppm]=159.5 (Mpm-4); 156.7 (C=0,
Carbamat); 133.3 (CH, Allyl); 133.2 (SPh-1); 132.3 (SPh-2, -6); 130.0 (Mpm-1); 129.9
(SPh-3, -5); 129.0 (Mpm-3, -5); 128.4 (SPh-4); 118.2 (=CH,, Allyl); 113.9 (Mpm-2, -
6); 85.8 (C-1); 78.1 (C-4); 78.0 (C-3); 77.1 (C-5); 74.5 (CH,, Mpm); 66.3 (O-CHa,
Allyl); 56.9 (C-2); 55.3 (OCHs, Mpm); 51.5 (C-6).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] =271.0 (60 %, [M + Ca]*", ber. 270.5); 501.0 (7 %,

[M + H]', ber. 501.6); 523.1 (47 %, [M + Na]", ber. 523.6); 539.1 (13 %, [M + K], ber.
539.4).
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Ca4H28N4O6S (500.57) ber.: C:57.59 H: 5.64 N:11.19 S: 6.41
gef.: C:57.65 H:5.58 N:11.30 S: 6.35

Phenyl-(2-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-4-O-p-methoxybenzyl-f-D-1-
thioglucopyranosid (153)

Eine Losung von 50 mg (81.3 umol) des Kohlenhydrats 145 in 10 ml dest.
Tetrahydrofuran wird mit 89.5 ul (89.5 umol) einer 1-molaren Losung von
Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran (mit 5 % Wasser) versetzt und 30
Minuten bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieend wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Die Reinigung erfolgt mit Hilfe einer Sdulenchromatographie an ca. 15 g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (1/1) als Laufmittelgemisch.

20

Ausbeute: 19.6 mg (58 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]D 6.3 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.22 (EE).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.53 (m, 2H, H2-, H6-SPh); 7.29 (m, 3H, H3-,
H4-, H5-SPh); 7.22 (d, 2H, *Ji.u3 = “Jus.ue = 8.5 Hz, H3-, H5-Mpm); 6.86 (d, 2H,
T3 = Jus.ne = 8.5 Hz, H2-, H6-Mpm); 4.72 (d, 1H, *J =11.0 Hz, CH,, H*, Mpm);
4.57 (d, 1H, =110 Hz, CH,, Hb, Mpm); 3.79 (m, 1H, H-3); 3.77 (s, 3H, O-CHs,
Mpm); 3.20 (dd 1H, *Js.¢ = 1.6 Hz, *J = 12.7 Hz, H-6); 3.45-3.28 (m, 4H, H-2, H-4, H-5,
H-6"); 2.58 (t, 1H, H-3); 2.25 (s, 2H, 2-NH,).

CaoH24N404S (419.49)

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-B-D-1-thioglucopyranosid (154)

Eine Losung von 300 mg (488 umol) des Mpm-geschiitzten Kohlenhydrat-Scaffolds
145 in ca. 20 ml Dichlormethan wird bei 5 °C zundchst mit 5 Vol-% Wasser und
anschlieBend mit 133 mg (586 umol) 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon versetzt
und vier Stunden geriihrt, wobei die Kiihlung nach zwei Stunden entfernt wird. Dann
wird die Losung mit 20 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung versetzt. Man
trennt die Phasen und wiéscht die wissrige Phase noch zweimal mit jeweils 10 ml
Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen werden mit jeweils 20 ml ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, mit
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vollstindig vom Losungsmittel befreit.

Die Reinigung erfolgt durch S&dulenchromatographie an ca. 50 g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (3/1) als Laufmittelgemisch.
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Ausbeute: 167 mg (69 %); leicht gelber, amorpher Feststoff; [a]f)o =-143 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.17 (CH/EE = 4/1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.50 (m, 2H, H2-, H6-SPh); 7.26 (m, 3H, H3-,
H4-, H5-SPh); 5.94 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.31 (d, 1H, *Jians = 17.3 Hz, H™", =CH,
Allyl); 5.22 (d, 1H, *Jeis = 10.3 Hz, H™; =CH,, Allyl); 4.98 (d, 1H, H-1, *J,.,=10.3 Hz);
4.90 (d, 1H, *Jnum = 8.4 Hz, 2-NH); 4.55 (d, 2H, *Jem.cm = 5.9 Hz, O-CH,, Allyl);
3.80 (t, 1H, H-3); 3.56 (d, 1H, *J = 11.7, H-6); 3.50-3.39 (m, 3H, H-2, H-4, H-6"); 3.35
(m, 1H, H-5); 0.85 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.07, 0.04 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

75.5 MHz-"C-NMR (DEPT, CDCls): & [ppm] = 155.3 (C=0, Carbamat); 132.8 (CH,
Allyl); 132.6 (SPh-2, -6); 132.5 (SPh-1); 128.9 (SPh-3, -5); 128.0 (SPh-4); 118.0
(=CHa, Allyl); 86.3 (C-1); 78.1 (C-5); 76.3 (C-3); 72.5 (C-4); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.3
(C-2); 51.7 (C-6); 25.8 (CHs, tert-Butyl, TBS); 18.1 (Cg, tert-Butyl, TBS); -4.3, -4.7 (2
x CHs, Methyl, TBS).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] =495.1 (32 %, [M +H]", ber. 495.7); 517.1 (100 %,
[M+Na]’, ber. 517.7); 534.1(13%, [M+K]", ber. 534.8), 5582 (81 %,
[M + Na + MeCN]", ber. 575.9).

CnH34N4OsS (494.68) ber.. C:53.42 H: 6.93 N:11.33 S: 6.48
gef.: C:54.58 H:7.16 N: 10.16 S:6.01

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-amino-6-desoxy-3-O-(tert-butyl-
dimethylsilyl)-4-O-p-methoxybenzyl-p-D-1-thioglucopyranosid (155)

Eine Losung von 300 mg (488 umol) des Azids 145 in ca. 25 ml absol. Tetrahydrofuran
wird bei Raumtemp. mit 135 pl (537 umol) Tri-n-butylphosphin versetzt. Man lasst 12
Stunden rithren und versetzt die Losung anschlieBend mit 3.0 ml Wasser. Danach wird
das Losungsmittel vollstindig i. Vak. entfernt.

Die Reinigung erfolgt durch Sdulenchromatographie an ca. 50 g Kieselgel mit reinem
Ethylacetat als Laufmittel.

Ausbeute: 166 mg (58 %); farbloser, amorpher Feststoff;[ac]; =11.7 (c=1.0,
Chloroform); R¢= 0.35 (EE).

300 MHz-'"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.42 (m, 2H, H-2, H-6, SPh); 7.24-7.17 (m, 3H,
H-3, H-4, H-5, SPh); 7.18 (d, 2H, *Jip.u3 = *Jus.ue = 8.6 Hz, H-3, H-5, Mpm); 6.83 (d,
2H, *Tipns = Tuse = 8.6 Hz, H-2, H-6, Mpm); 5.89 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.29 (dd,
1H, *Jans = 16.9 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.18 (dd, 1H, *J = 10.3 Hz, *J = 1.4 Hz, H";
=CH,, Allyl); 4.97 (d, 1H, *J,,=10.1 Hz, H-1); 4.84 (d, 1H, *Jxim2 = 9.9 Hz, 2-NH);
470 (d, 1 H, 2J=11.0 Hz, CH,, H*, Mpm); 4.55 (d, 2H, *Jcm.ci2 = 5.7 Hz, O-CH,,
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Allyl); 4.46 (d, 1 H, 2T =11.0 Hz, CH,, H®, Mpm); 3.78 (m, 1H, H-3); 3.75 (s, 3H, O-
CH;, Mpm); 3.46 (q, 1H, H-2); 3.22 (m, 2H, H-4, H-5); 2.94 (m, 1H, H-6); 2.65 (dd,
1H, *Js.¢ =4.7Hz, *T=10.2 Hz, H-6"); 0.87 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.04 (s, 6H,
2 x CH3, TBS).

75.5 MHz-C-NMR (HMQC, CDCl3): 6 [ppm]=159.2 (Mpm-4); 1554 (C=0,
Carbamat); 133.6 (CH, Allyl); 132.7 (SPh-1); 131.7 (SPh-2, -6); 130.0 (Mpm-1); 128.9
(SPh-3, -5); 128.8 (Mpm-3, -5); 127.4 (SPh-4); 117.8 (=CH,, Allyl); 113.8 (Mpm-2, -
6); 86.3 (C-1); 80.8 (C-4); 79.7 (C-5); 76.2 (C-3); 74.4 (CH,, Mpm); 65.8 (O-CH,,
Allyl); 57.8 (C-2); 55.3 (OCHs, Mpm); 43.2 (C-6); 25.9 (CHj, tert-Butyl, TBS); 18.0
(Cy, tert-Butyl, TBS); -4.0, -4.4 (CH3, Methyl, TBS).

FT-IR (KBr) vV [cm™]=3444 [m, v (NHy)]; 1724 [s, v(C=0)]; 1586 [m, v (C=C,
Aromat)]; 1514 [m, v (C=C, Aromat)]; 1216 [m, v (C-O-C, Ether)].

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] = 589.2 (68 %, [M + H]", ber. 589.9).
C30H44N206SSi (588.83) ber.. C:61.19 H:7.53 N:4.76 S:5.45
gef.: C:61.02 H: 7.51 N:4.17 S:5.37

5.6.2 VERSUCHE zU KAPITEL 3.7.2

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(4-
chlorophenylcarbamoyl)-4-O-p-methoxybenzyl-B-D-1-thioglucopyranosid (156)

Eine Losung von 50 mg (99.9 umol) des Kohlenhydratbausteins 152 in etwa 10 ml
Dioxan werden mit 18.4mg (120 umol) p-Chlorphenylisocyanat und einer
katalytischen Menge 4-Dimethylaminopyridin versetzt. Nach 24-stiindigem Riihren bei
Raumtemp. werden erneut 18.4 mg (120 pmol) p-Chlorphenylisocyanat zugegeben und
es wird weitere 18 Stunden geriihrt. Der entstandene Feststoff (hydrolysiertes Isocyanat)
wird abfiltriert und das Filtrat i. Vak. vollstindig vom Losungsmittel befreit.

Zur Reinigung wird eine Saulenchromatographie an etwa 15g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (2/1) als Laufmittelgemisch durchgefiihrt.

Ausbeute: 26.0 mg (40 %); farbloser, amorpher Feststoft; [a]f)o =-6.9 (c=1.0,
Chloroform); R¢= 0.33 (CH/EE = 2/1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.52 (m, 2H, H-2, H-6, p-CI-Ph); 7.48 (s, 1H,
NH, Carbamat, ArNHCO); 7.38 (m, 2H, H-2, H-6, SPh); 7.27 (m, 5H, H-3, H-4, H-5,
SPh, H-3, H-4, p-CI-Ph); 7.11 (d, 2H, *Ju.u3 = *Jusme = 8.4 Hz, H-3, H-5, Mpm); 6.86
(d, 1H, 2-NH); 6.75 (d, 2H, H-2, H-6, Mpm, *Jip.1i3 = *Jus.uie = 8.4 Hz); 5.78 (m., 1H,
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=CH, Allyl); 5.18 (d, 1H, *Jyus=17.2 Hz, =CH,, H™, Allyl); 522 (m, 2H,
3Jeis = 9.6 Hz, H-1, =CH,, H*, Allyl); 4.75 (d, 1 H, CH,, H*, Mpm, *J = 11.0 Hz); 4.57
(m, 3H, O-CH,, Allyl, CH,, H*, Mpm); 3.75 (m, 1H, H-3); 3.71 (s, 3H, O-CH3, Mpm);
3.54-3.32 (m, 5H, H-2, H-4, H-5, H-6, H-6").

75.5 MHz-">C-NMR (DEPT, CDCl3): O [ppm]=161.6 (Mpm-4); 158.7 (C=0,
Carbamat, ArNHCO); 155.7 (C=0, Carbamat, Aloc); 139.9 (C-4, p-Cl-Ph); 135.2 (CH,
Allyl); 135.0 (C-1, p-Cl-Ph); 134.3 (SPh-2, -6); 131.9 (SPh-1); 132.0 (C-3, C-5, p-Cl-
Ph); 131.8 (Mpm-1); 130.8 (SPh-3, -5); 130.6 (C-3, C-5, Mpm); 129.7 (SPh-4); 122.3
(C-2, C-6, p-Cl-Ph); 118.0 (=CH,, Allyl); 115.5 (Mpm-2, -6); 88.5 (C-1); 80.0 (C-4);
79.0 (C-3); 78.9 (C-5); 76.3 (CH,, Mpm); 67.0 (O-CH,, Allyl); 57.1 (C-2); 56.4 (OCH3,
Mpm); 53.4 (C-6).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] = 676.2 (100 %, [M + Na]", ber. 676.2); 1331.3 (3 %,
[2M + Na + 21", ber. 1329.3); 1984.5 (3 %, [3M + Na + 2]", ber. 1984.5); 2638.7 (3 %,
[3M + Na + 31", ber. 2638.7).

C31H3,CIN5O;S (648.25)

Phenyl-(2-N-(aAllyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy-3-O-(N-9-
fluorenylmethoxycarbonyl-¢-N-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl)-4-O-p-
methoxybenzyl-$-D-glucopyranosyl)-thiophenol (157)

Eine Losung von 77 mg (154 umol) des Kohlenhydratbausteins 152 in etwa 15 ml
absol. Dichlormethan wird auf 0 °C gekiihlt und mit 79.2 mg (169 pumol) Fmoc-
Lys(Boc)-OH und einer katalytischen Menge 4-Dimethylaminopyridin versetzt. Dann
wird langsam eine Losung von 48.1 pl (308 pmol) Diisopropylcarbodiimid in 5 ml
absol. Dichlormethan zugetropft. Nach 30-miniitigem Riihren bei 0 °C wird das Eisbad
entfernt und 24 Stunden bei Raumtemp. geriihrt. Das Losungsmittel wird vollstdndig
1.Vak. entfernt.

Die Reinigung durch Sdulenchromatographie an etwa 15g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (3/1) als Laufmittelgemisch funktioniert nicht, da das Produkt
auf der Séule auskristallisiert und deshalb mit Methanol extrahiert werden muss.
Stattdessen wird eine Reinigung durch préparative HPLC-Chromatographie unter
Nutzung der Séule C und des Gradienten VIII durchgefiihrt.

Ausbeute: nach Sdulenchromatographie: 98.0 mg (64 %); nach préaparativer HPLC:
23.8 mg (16 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]f)o =-18.0 (¢ = 1.0, Tetrahydrofuran);
R¢=10.42 (CH/EE = 3/1).

400 MHz-'"H-NMR (CDCl5): & [ppm]=7.80 (d, 2H, *Jusi3=Jus.ue= 7.4 Hz, H4-,
H5-Fmoc); 7.71, 7.67 (2d, 2H, *Jip-3 = *Juans = 7.4 Hz, H3-, H4-SPh); 7.56 (dd, 2H,



5 EXPERIMENTELLER TEIL 207

H1-, H8-Fmoc); 7.38 (t, 2H, *Ji.3= "Jue.r= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.33 (m, 5H, H3,
H6-Fmoc, H3-, H4-, H5-SPh); 7.24 (d, 2H, *Juons = *Jus.ue = 8.6 Hz, H3-, H5-Mpm);
7.05 (d, 1H, *Jni-an = 8.8 Hz, aNH, Lys); 6.81 (d, 1H, *Jnim = 9.8 Hz, 2-NH); 6.76 (d,
2H, *Tions = “Tusne = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.09 (m, 1H, eNH, Carbamat, Lys); 5.97
(me, 1H, =CH, Allyl); 5.33 (dd, 1H, *Jirans = 17.2 Hz, ] = 1.4 Hz, H™", =CH,, Allyl);
5.21 (t, 1H, H-3); 5.19 (dd, 1H, *Jes = 10.3 Hz, 2T = 1.4 Hz, H; =CH,, Allyl); 4.81 (d,
1H’J,,=10.4 Hz, H-1,); 4.74 (d, 1 H, , T = 10.6 Hz CH,, H*, Fmoc); 4.64 (ddt, 1H, O-
CH,, H*, Allyl); 4.51(ddt, 1H, OCH,, H®, Allyl); 4.42 (m, 2H, *J = 10.7 Hz, CH,, H?,
Mpm, CHa, H®, Fmoc); 4.27 (m, 3H, CH, Fmoc, CH,, H°, Mpm, aCH, Lys); 3.66 (s,
3H, O-CHs, Mpm); 3.77 (m, 1H, H-2); 3.61 (m, 1H, H-4); 3.42 (m, 2H, H-5, H-6); 3.38
(dd, 1H, H-6"); 3.07 (m, 2H, €CH,, Lys); 1.89 (m, 1H, §1CH,, Lys); 1.50 (m, 4H, BCH,,
02CHay, Y1CH,, Lys); 1.44 (s, 9H, tert-Butyl, Boc);1.31 (m, 1H, y2CH,, Lys).

100.6 MHz-*C-NMR (HMQC, CDCl3): & [ppm]=172.5 (C=0, Amid, Lys), 159.4
(Mpm-4); 156.4, 155.7, 155.6 (3 x C=0, Carbamat, Boc, Aloc, Fmoc); 144.5, 144.1
(Fmoc-8a, -9a); 141.3, 141.2 (Fmoc-4a, -4b); 135.6 (SPH-1); 133.8 (Fmoc-1, -8); 132.7
(CH, Allyl); 130.1 (Mpm-1); 128.9 (SPh-2, -6); 129.9 (SPh-4); 127.4, 127.3 (Fmoc-3,
-6); 126.8, 126.7 (Fmoc-2, -7); 125.2, (SPh-3, -5); 125.0 (Fmoc-1, -8); 119.6 (Fmoc-4,
-5); 115.9 (=CH,, Allyl); 113.2 (Mpm-2, -C6); 87.0 (C-1); 78.2 (C-5); 77.2 (C-3); 76.0
(C-4); 74.0 (CH,, Mpm); 66.9 (CH,, Fmoc); 64.9 (O-CH,, Allyl); 54.9 (C-2); 54.4
(Lys-a); 54.3 (OCH3, Mpm); 51.5 (C-6); 47.3 (CH, Fmoc); 39.9 (Lys-¢); 31.0 (Lys-9);
29.7 (Lys-B); 27.8 (CHj3, tert-Butyl, Boc); 23.2 (Lys-y).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] = 973.4 (100 %, [M + Nal", ber. 973.4); 1924.8 (3 %,
[2M + Na]", ber. 1923.8).

CsoHssNgO 1S (951.09)

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-azido-6-desoxy)-3-O-tert-
butyldimethylsilyl-4-O-(4-chlorphenylcarbamoyl)-p-D-1-thioglucopyranosid (158)

Eine Losung von 35.0 mg (70.7 umol) des Kohlenhydrates 154 in etwa 10 ml Dioxan
werden mit 13.0 mg (84.9 umol) p-Chlorphenylisocyanat und einer katalytischen
Menge 4-Dimethylaminopyridin versetzt. Man ldsst 24 Stunden bei Raumtemp. riihren,
gibt nochmals 13.0 mg (84.9 umol) p-Chlorphenylisocyanat zugegeben und ldsst
weitere 18 Stunden riihren. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert und das Filtrat i.
Vak. vom Lsungsmittel befreit.

Dier Reinigung erfolgt durch Sdulenchromatographie an etwa 15 g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (2/1) als Laufmittelgemisch.
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Ausbeute: 12.0 mg (26 %); farbloser, amorpher Feststoff;[a ]y =-11.7 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.48 (CH/EE = 2/1).

300 MHz-"H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.57 (m, 2H, H-2, H-6, p-Cl-Ph); 7.45 (d, 2H,
H-2, H-6, SPh); 7.35 (m, 5H, H-3, H-4, H-5, SPh, H-3, H-5, p-Cl-Ph); 5.99 (m., 1H,
=CH, Allyl); 540 (d, 1H, “Juums=17.3 Hz, H™S =CH,, Allyl); 5.24 (d, 1H,
3Jgs = 10.3 Hz, H; =CH,, Allyl); 4.85 (m, 2H, H-1, 2-NH); 4.58 (m, 2H, OCH,, Allyl);
3.94 (t, 1H, H-3); 3.60 (m, 2H, H-5, H-6); 3.42 (m, 3H, H-2, H-4, H-6"); 0.85 (s, 9H,
tert-Butyl, TBS); 0.12, 0.10 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

75.5 MHz-"C-NMR (CDCl3): o [ppm] = 158.2 (C=0, Carbamat, ArNHCO); 154.4
(C=0, Carbamat, Aloc); 138.7 (C-4, p-Cl-Ph); 134.7 (CH, Allyl); 134.3 (C-1, p-CI-Ph);
133.5 (SPh-2, -6); 133.3 (C-3, C-5, p-CI-Ph); 129.9 (SPh-1); 129.8 (SPh-3, -5); 128.8
(SPh-4); 121.3 (C-2, C-5, p-CI-Ph); 117.7 (=CH,, Allyl); 88.5 (C-1); 78.3 (C-5); 75.7
(C-3); 74.4 (C-4); 66.6 (O-CH,, Allyl); 58.7 (C-2); 52.97 (C-6); 26.3 (CHj3, tert-Butyl,
TBS); 18.8 (Cq, tert-Butyl, TBS); -4.2, -4.5 (2 x CH3, Methyl, TBS).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] = 670.2 (77 %, [M + Na]", ber. 670.2); 1319.4 (100 %,
[2M + Na+2]", ber. 1319.4).

CoH35CIN5O4SSi (648.25)

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-N-
(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-g-N-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl)-amino-6-
desoxy-4-O-p-methoxybenzyl-p-D-1-thioglucopyranosid (159)

Zu einer Losung von 55.7 mg (119 pmol) Fmoc-Lys(Boc)-OH in 5 ml absol. N,N-
Dimethylformamid werden im Argongegenstrom 38.2 mg (119 umol) TBTU, 18.2 mg
(119 umol) HOBt und 72.8 ul (426 umol) Hiinigs Base gegeben. Man riihrt die
Reaktionsmischung 10 Minuten, gibt dann bei 0°C 50mg (84.9 umol) des
Kohlenhydratbaussteins 155 in 5 ml absol. N,N-Dimethylformamid zu und riihrt eine
Stunde unter Argonatmosphére bei 0 °C. Das Losungsmittel wird anschlieend i.
Hochvak. entfernt und der Riickstand wird dreimal mit je 20 ml Toluol codestilliert. Das
so erhaltene Rohprodukt wird in ca. 40 ml Dichlormethan aufgenommen und die
organische Phase wird mit 20 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung
gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.

Die Reinigung erfolgt durch Sédulenchromatographie an ca. 15g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (3/2) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 81.9mg (93 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]éo =114 (c=1.0,
Chloroform); R¢= 0.47 (CH/EE = 1/1).
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400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H  COSY, CDCly):  S[ppm]=7.76 (d, 2H,
a3 = Jns.ie = 7.4 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.59 (d, 2H, H1-, H8-Fmoc); 7.42 (m, 2H,
H2-, H6-SPh); 7.38 (t, 2H, *Jioms = "Jue.n7= 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.33 (t, 2H, H3,
H6-Fmoc); 7.30 (d, 2H, *Jyans = “Jus-ne = 8.6 Hz, H3-, H5-Mpm); 7.24-7.17 (m, 3H,
H3-, H4-, H5-SPh); 6.87 (d, 2H, *Jip.13 = “Jus.ue = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.14 (m, 1H,
eNH, Lys); 5.92 (m, 1H, =CH, Allyl); 5.34 (dd, 1H, *Jyuuns = 17.2 Hz, *J = 1.4 Hz, H™",
=CH,, Allyl); 5.22 (dd, 1H, Allyl, *J.is = 10.3 Hz, ’J = 1.4 Hz, H*; =CH,); 5.07 (d, 1H,
Inim2 = 9.0 Hz, 2-NH); 4.89 (d, 1H, °J,,=9.0 Hz, H-1); 4.69 (d, 1 H, *J=10.7 Hz,
CH,, H*, Mpm); 4.59 (d, 2H, *Jemrcmo=5.7Hz, OCH,, Allyl,); 4.44 (m, 3H,
=107 Hz, CH,, Hb, Mpm, CH,, Fmoc); 4.21 (t, 1H, CH, Fmoc); 4.00 (m, 1H, aCH,
Lys); 3.78 (s, 3H, O-CHs, Mpm); 3.71 (m, 1H, H-6); 3.47 (dd, 1H, H-2); 3.42 (m, 1H,
H-5); 3.24 (m, H-6"); 3.16 (t, 1H, H-4); 3.07 (m, 2H, eCH,, Lys); 1.72 (m, 1H, 51CH,,
Lys); 1.44 (s, 9H, tert-Butyl, Boc); 1.44 (m, 3H, BCH,, 62CH,, Lys); 1.25 (m, 2H,
vCH,, Lys); 0.90 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.06 (s, 6H, 2 x CH3, TBS).

100.6 MHz-*C-NMR (HMQC, CDCls): & [ppm]=171.4 (C=0, Amid, Lys); 159.3
(Mpm-4); 156.0, 155.7, 155.4 (3 x C=0, Carbamat, Boc, Fmoc, Aloc); 143.9, 143.8
(Fmoc-8a, -9a); 141.3 (Fmoc-4a, -4b); 135.6 (SPh-1); 132.7 (CH, Allyl); 131.9 (SPh-2,
-6); 129.4 (Mpm-1); 128.9 (SPh-3, -5); 128.8 (Mpm-3, -5); 127.8 (Fmoc-2, -7); 127.7
(SPh-4); 127.1 (Fmoc-3, -6); 125.1 (Fmoc-1, -8); 120.0 (Fmoc-4, -5); 117.9 (=CH,,
Allyl); 113.9 (Mpm-2, -C6); 85.8 (C-1); 79.9 (C-4); 79.1 (C-5); 76.3 (C-3); 74.5 (CH,,
Mpm); 66.9 (CH,, Fmoc); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.5 (C-2); 55.3 (OCH3, Mpm); 54.9
(Lys-a); 47.2 (CH, Fmoc); 40.4 (C-6); 40.2 (Lys-¢); 32.5 (Lys-9); 29.7 (Lys-B); 28.5
(CHs, tert-Butyl, Boc); 25.9 (CHs, fert-Butyl, TBS); 22.5 (Lys-y); 18.0 (C,, tert-Butyl,
TBS); -3.9, -4.4 (2 x CHs, Methyl, TBS).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] = 1061.5 (100 %, [M + Na]", ber. 1061.5); 1077.5 (14%,
[M+K]", ber. 1077.5); 2100.1 (36%, [2M+Na]", ber. 2100.0); 2116.1 (3%, [2M+K]",
ber. 2116.1).

Cs6H74N4011SS1 (1039.36)

Versuch zur Darstellung von Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-6-N-
(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-¢-N-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl-)-amino-6-
desoxy-4-O-p-methoxybenzyl-p-D-glucopyranosyl)-thiophenol (160)

Eine Losung von 40 mg (85.5 pmol) des Silylethers 159 in etwa 10 ml absol.
Acetonitril wird unter Rithren mit 37.7 pul (57.7 umol) einer 50%-igen Losung von
Tetrabutylammoniumhydrogendifluorid in Acetonitril versetzt und 3 Stunden bei
Raumtemp. geriihrt. Anschlieend wird das Losungsmittel vollstindig i. Vak. entfernt.
Der Riickstand wird in ca. 10 ml Dichlormethan aufgenommen und mit 5 ml einer ges.
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Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wird mit
Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit.

Die Reinigung erfolgt durch Sédulenchromatographie an ca. 15g Kieselgel mit
Ethylacetat als Laufmittel.

Statt des gewiinschten Produktes wurde das Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-
desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-N-(g-N-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl)-amino-6-
desoxy-4-0-p-methoxybenzyl-f-D-1-thioglucopyranosid (161) erhalten.

Ausbeute: 23.0mg (73 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]f)o =95 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.14 (EE).

300 MHz-'H-NMR (CDCl3): & [ppm] = 7.42 (m, 2H, H2-, H6-SPh); 7.39 (m, 2H, eNH,,
Lys); 7.28 (d, 2H, *Jup-u3 = “Jus.ue = 8.6 Hz, H3-, H5-Mpm); 7.24 (m, 3H, H3-, H4-,
H5-SPh); 6.83 (d, 2H, *Jion3 = *Jusne = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 5.90 (m., 1H, =CH,
Allyl); 5.30 (dd, 1H, *Jians = 17.2 Hz, H™, =CH,, Allyl); 5.19 (dd, 1H, *J. = 10.3 Hz,
H; =CH,, Allyl); 4.96 (d, 1H, 2-NH, *Jxum = 9.6 Hz,); 4.87 (d, 1H, *J,,=9.6 Hz,
H-1); 4.66 (d, 1 H, 2J = 10.7 Hz, CH,, H®, Mpm); 4.56 (d, 2H, *Jcup-cro = 5.7 Hz, OCH,,
Allyl); 4.47 (d, 1H, 2y =107 Hz, CH,, Hb, Mpm); 3.90 (m, 1H, aCH, Lys); 3.75 (s, 3H,
O-CH3, Mpm); 3.71 (m, 1H, H-6); 3.48 (dd, 1H, H-2); 3.40 (m, 1H, H-5); 3.23 (m, H-
6’); 3.16 (t, 1H, H-4); 3.05 (m, 2H, ¢CH,, Lys); 1.71 (m, 1H, 61CH,, Lys); 1.41 (s, 9H,
tert-Butyl, Boc); 1.41 (m, 3H, BCH,, 62CH,, Lys); 1.23 (m, 2H, yCH,, Lys); 0.87 (s,
9H, tert-Butyl, TBS); 0.04 (s, 6H, 2 x CHs, TBS).

75.5 MHz-"*C-NMR (DEPT, CDCl3): & [ppm] = 174.7 (C=0, Amid, Lys); 159.3 (Mpm-
4); 159.6, 155.4 (2 x C=0, Carbamat, Boc, Aloc); 133.6 (CH, Allyl); 132.7 (SPh-2, -6);
132.0 (Mpm-1); 129.6 (SPh-3, -5); 128.9 (Mpm-3, -5); 127.5 (SPh-4); 117.8 (=CH,,
Allyl); 113.8 (Mpm-2, -C6); 86.4 (C-1); 79.5 (C-4); 79.1 (C-5); 75.6 (C-3); 74.4 (CH,,
Mpm); 65.8 (O-CH,, Allyl); 57.4 (C-2); 55.2 (OCHj3, Mpm); 54.9 (Lys-a); 40.3 (C-6);
40.1 (Lys-¢); 34.5 (Lys-0); 29.7 (Lys-B); 28.4 (CHj3, tert-Butyl, Boc); 25.8 (CHs, fert-
Butyl, TBS); 22.9 (Lys-y); 18.0 (C,, tert-Butyl, TBS); -4.0, -4.4 (2 x CHj;, Methyl,
TBS).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] =817.5 (1%, [M + Na]’, ber. 817.4); 1633.9 (100%,
[2M+H]", ber. 1633.9); 1661.9 (3 %, [2M+Na]", ber. 1661.9).

Cs6H74N4011SS1 (817.12)
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Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsily)-6-N-
(N-9-fluorenylmethoxycarbonyl-¢-N-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl-¢-N’-tert-butyl-
oxycarbonyl-L-lysil-)-amino-6-desoxy-4-O-p-methoxybenzyl-p-D-1-thiogluco-
pyranosid (162)

Zu einer Losung von 16.1 mg (34.3 pmol) Fmoc-Lys(Boc)-OH in 5 ml absol.
N,N-Dimethylformamid werden im Argongegenstrom 11.0 mg (34.3 umol) TBTU,
5.3 mg (34.3 umol) HOBt und 21.0 pl (122 umol) Hiinigs Base gegeben. Man riihrt die
Reaktionsmischung 10 Minuten, gibt dann bei 0°C 20mg (24.5 umol) des
Kohlenhydrats 161 in 5 ml absol. N,N-Dimethylformamid zu und riihrt eine Stunde
unter einer Argonatmosphire bei 0 °C. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt und
der Riickstand wird dreimal mit je 20 ml Toluol kodestilliert. AnschlieBend nimmt man
den Riickstand in ca. 30 ml Dichlormethan auf und wischt die organische Phase mit
15 ml einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknet sie mit Magnesiumsulfat
und entfernt das Losungsmittel im Vakuum.

Die Reinigung erfolgt durch S&dulenchromatographie an ca. 15g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (1/1) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 23.6mg (95 %); farbloser, amorpher Feststoff;[ec];y =19 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.27 (CH/EE = 1/1).

400 MHz-'H-NMR ~ ('H-'H-COSY,  CD;OD):  S[ppm]=7.83 (d, 2H,
a3 = Jnsnie = 7.4 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.70 (t, 2H, *Jyin = “Turus = 7.0 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.49 (d, 2H, T3 = “Jus.ue = 7.3 Hz, H2-, H6-SPh); 7.42 (t, 2H, *Jomz =
e = 7.4 Hz, H2-, H7-Fmoc); 7.37-2.27 (m, 7H, H2-, H7-Fmoc, H3-, H5-Mpm, H3-,
H4-, H5-SPh); 6.89 (d, 2H, *Jup.n3 = *Jus.ue = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.00 (m., 1H,
=CH, Allyl); 5.40 (dd, 1H, *Jyus = 17.2 Hz, 2J = 1.5 Hz, H™", =CH,, Allyl); 5.24 (dd,
1H, *Js = 10.3 Hz, 2T = 1.5 Hz, H®; =CH,, Allyl); 4.82 (d, 1H, *Jxpm = 10.1 Hz, 2-
NH); 4.75 (d, 1H, *J;5=10.9 Hz, H-1); 4.58 (m, 4H, CH,, Mpm, OCH,, Allyl); 4.59 (d,
2H, CH,, Fmoc, 3JCH_CH2 = 6.8 Hz); 4.35 (m, 1H, aCH, Lys); 4.25 (t, 1H, CH, Fmoc,
encm = 6.8 Hz); 4.13 (m, 1H, aCH, Lys’); 3.79 (s, 3H, O-CHs, Mpm); 3.71 (m, 1H,
H-5); 3.63 (m, 2H, H-2, H-6); 3.49 (m, 1H, H-4); 3.42 (m, H-6"); 3.24 (t, 1H, H-4); 3.06
(m, 4H, ¢CH,, Lys); 1.75 (m, 6H, 8CH,, Lys, B1CH,, Lys, Lys’); 1.45, 1.42 (2s, 18H,
tert-Butyl, Boc); 1.40 (m, 2H, B2CH,, Lys, Lys’); 1.15 (m, 4H, yCH,, Lys); 0.95 (s, 9H,
tert-Butyl, TBS); 0.12, 0.08 (2s, 6H, 2 x CH3, TBS).

100.6 MHz-">C-NMR (HSQC, CD;0OD): ¢ [ppm] =174.9, 174.1 (2 x C=0, Amid, Lys);
160.7 (Mpm-4); 158.6, 158.5, 158.4, 158.3 (4 x C=0, Carbamat, 2 x Boc, Fmoc, Aloc);
145.4, 145.2 (Fmoc-8a, -9a); 142.6 (Fmoc-4a, -5a); 135.6 (SPh-1); 134.4 (CH, Allyl);
132.1 (SPh-2, -6); 131.5 (Mpm-1); 130.3 (Mpm-3, -5); 130.1 (SPh-3, -5); 128.8
(SPh-4); 128.3 (Fmoc-3, -6); 128.2 (Fmoc-2, -7); 126.3 (Fmoc-1, -8); 120.1 (Fmoc-4, -
5); 117.7 (=CH,, Allyl); 114.6 (Mpm-2, -C6); 88.3 (C-1); 81.4 (C-5); 79.8 (C-4); 78.7
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(C-3); 75.6 (CHz, Mpm); 66.6 (O-CH,, Allyl); 58.5 (C-2); 56.5 (Lys-a); 55.7 (OCHs,
Mpm); 54.7 (Lys’-a); 48.2 (CH, Fmoc); 41.5 (C-6); 41.2 (2 x Lys-¢); 33.0, 32.8 (2 x
Lys-9); 31.3, 30.5 (2 x Lys-B); 28.9, 28.8 (2 x CHs, tert-Butyl, Boc); 26.5 (CHj3, tert-
Butyl, TBS); 24.2, 24.1 (2 x Lys-y); 18.9 (Cg, tert-Butyl, TBS); -3.5,-3.8 (2 x CHj3,
Methyl, TBS).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] =1289.7 (100 %, [M + Na]", ber. 1289.6); 2557.5 (11
%, [2M+Na+1]", ber. 2557.3).

Cs1HgiNs012SS1 (1266.63)

Phenyl-(2-N-(allyloxycarbonyl)-amino-2-desoxy-3-O-tert-butyldimethylsilyl-6-N-
(N-9-ﬂuorenylmethoxycarbonyl-NG-(2,2,4,6,7 -pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl)L-arginyl-)-amino-6-desoxy-4-O-p-methoxybenzyl-p-D-1-
thioglucopyranosid (163)

Zu einer Losung von 154.4 mg (238 umol) Fmoc-Arg(Pbf)-OH in 10 ml absol.
N,N-Dimethylformamid werden im Argongegenstrom 76.4 mg (238 umol) TBTU,
36.4 mg (238 umol) HOBt und 146 ul (850 umol) Hiing’s Base gegeben. Man riihrt die
Reaktionsmischung 10 Minuten, gibt dann bei 0 °C 100 mg (170 umol) des
Kohlenhydrats 155 in 10 ml absol. N,N-Dimethylformamid zu und riihrt 45 Minuten bei
0 °C unter einer Argonatmosphére. Das Losungsmittel wird i. Hochvak. entfernt und der
Riickstand wird dreimal mit je 30 ml Toluol codestilliert. Dann nimmt man den
Riickstand in ca. 40 ml Dichlormethan auf und wischt die organische Phase mit 20 ml
einer ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung, trocknet mit Magnesiumsulfat und
entfernt das Losungsmittel im Vakuum.

Die Reinigung erfolgt durch Sédulenchromatographie an ca. 20 g Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (1/2) als Laufmittelgemisch.

Ausbeute: 130mg (63 %); farbloser, amorpher Feststoff; [a]i)o =-2.0 (c=1.0,
Chloroform); R¢=0.36 (CH/EE = 1/2).

400 MHz-"H-NMR ~ ('H-'H-COSY, = CDCI;): S[ppm]=7.76  (d,  2H,
a3 = Jusue = 7.4 Hz, H4-, H5-Fmoc); 7.55 (d, 2H, Ty = *Jurus = 7.2 Hz, H1-,
H8-Fmoc); 7.40 (m, 2H, *Jipus= Jusae=7.4 Hz, H2-, H6-SPh); 7.37 (t, 2H,
T3 =Jnenr = 6.3 Hz, H3-, H6); 7.28 (t, 2H, *Jipms=Juews = 6.3 Hz, H2-,
H7-Fmoc); 7.11 (m, 5H, H3-, H4-, H5-SPh, H3-, H5-Mpm); 6.75 (d, 2H,
T3 ="Jus.ue = 8.6 Hz, H2-, H6-Mpm); 6.46 (sy, 1H, oNH, Arg); 6.17 (s, 2H, NH,
Guanidin); 5.92 (m., 1H, =CH, Allyl); 5.32 (dd, 1H, *Jizans = 17.2 Hz, *J = 1.6 Hz, H™",
=CH,, Allyl); 5.18 (dd, 1H, *J4 = 10.3 Hz, *J = 1.5 Hz, H; =CH,, Allyl); 5.56 (sw, 1H,
2-NH); 4.89 (d, 1H, *J,.,=10.2 Hz, H-1); 4.57 (d, 2H, OCH,, Allyl, *Jcpo.c2 = 5.5 Hz);
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4.55 (d, 1 H, CH,, Mpm, H®, %J = 10.7 Hz);4.51 (d, 2H, CH,, Fmoc, *Jci.ciz = 5.8 Hz);
437 (d, 1H, %J = 11.2 Hz, CH,, H", Mpm); 4.16 (t, 1H, CH, Fmoc, *Jci.ciz = 5.8 Hz);
3.97 (m, 1H, aCH, Arg); 3.90 (t, 1H, H-3); 3.75 (s, 3H, O-CH3, Mpm); 3.56 (m, 2H, H-
2, 81CH,, Arg); 3.22 (m, 1H, H-5); 3.07 (m, 2H, H-3, H-6); 2.87 (m, 4H, H-6", CH,,
Pbf, 62CH,, Arg); 2.64 (s, 3H, 6-CHs;, Pbf); 2.55 (4-CHs, Pbf); 2.07 (s, 3H, 7-CHs, Pbf);
1.61 (m, 2H, y1CH,, Arg); 1.48 (m, 2H, y2CH,, Arg); 1.38 (s, 3H, 1-CHj3, Pbf); 1.36
(m, 2H, BCH,, Arg); 1.34 (s, 3H, 1’-CHs, Pbf); 0.90 (s, 9H, tert-Butyl, TBS); 0.11 (s,
6H, 2 x CH3, TBS).

100.6 MHz-"*C-NMR (HSQC, CDCl3): & [ppm]=171.4 (C=0, Amid, Arg); 159.3
(Mpm-4); 158.7 (Arg-CC) 156.3, 156.2 (2 x C=0, Carbamat, Fmoc, Aloc); 156.1 (Pbf-
7a); 143.6, 143.5 (Fmoc-8a, -9a); 141.4 (Fmoc-4a, -5a); 138.3 (Pbf-5); 133.6 (SPh-1);
133.3 (Pbf-4); 133.0 (Pbf-6); 132.9 (SPh-2, -6); 132.3 (CH, Allyl); 129.9 (SPh-3, -5);
129.8 (SPh-4); 127.9 (Fmoc-3, -6); 127.8 (Mpm-3, -5); 127.2 (Fmoc-2, -7); 124.9
(Fmoc-1, -8); 124.5 (Pbf-3a); 117.7 (=CH,, Allyl); 117.6 (Pbf-7); 113.8 (Mpm-2, -C6);
86.2 (C-1); 80.0 (C-4); 77.0 (C-5); 76.3 (C-3); 74.6 (CH2, Mpm); 66.6 (Pbf-2); 65.8 (O-
CH,, Allyl); 57.3 (C-2); 55.2 (OCH3, Mpm); 54.6 (Arg-a); 43.2 (Pbf-3); 40.6 (Arg-9);
40.1 (C-6); 28.6 (1-CHs, Pbf); 26.9 (Arg-B); 25.9 (CHs, tert-Butyl, TBS); 24.6 (Arg-y);
19.5 (4-CHjs, Pbf); 18.2 (C,, tert-Butyl, TBS); 17.9 (6-CHjs, Pbf); 12.5 (7-CH3, Pbf); -
3.9, -4.0 (2 x CH3, Methyl, TBS).

ESI-MS (Waters), positiv [m/z] =1219.7 (5%, [M +H]", ber. 1219.5); 1241.6 (100 %,
[M +Na]’, ber. 1241.5); 1257.6 (6%, [M+K]", ber. 1257.6); 24623 (9 %,
[2M+Na+2]", ber. 2462.0).

CeaHsg2N6O5S,S1 (1218.52)
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