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Abstract

Design, synthesis and testing of
potential inhibitors of the

Golgi-a-mannosidase 11

The enzyme Golgi-a-mannosidase Il (GMII) plays a crucial role in the N-glycosylation
pathway, which is involved in the metastatic process of several types of cancer. It provides
essential precursors of glycosyl chains which are neccesary for cell recognition through
interaction with selectins on the cell surface. In different cancer cells, modified glycosylation
patterns were found. Their origin is believed to be the misregulation of protein expression which
leads to unnatural high concentration of glycosly transferases. In clinical trials, the reduction of
metastasis and tumor growth by inhibition oft he GMII has been shown. Hence the inhibition

of this enzyme represents a promising target in cancer therapy.

As anew class of active substances covalent reversible inhibitors are to be developed and tested.
These should combine the advantages of covalent inhibitors omitting their disadvantages. These
inhibitors require extremely precise adaption of the ligand structure to its receptor and in the
reactivity of the inhibitor in order to form a covalent reversible adduct with the enzyme. To
predict potential inhibitors molecular docking methods and quantum mechanics/molecular
mechanics (QM/MM) methods were used. The main task of this thesis was the synthesis of
these structures as well as the synthesis of fluorescent substrates to establish new assays with
a-mannosidases and S-glucosidases. In total, 41 substances were synthesized. An overview of

the individual subjects is shown in figure 1.

In a docking assisted de-novo-design a structure (L039) was identified, to meet all identified
requirements for a covalent reversible inhibition of GMII in QM/MM-calculation. In further
docking studies, several structures from the substance class of monocyclic N,O-acetals were
identified as potential covalent reversible inhibitors. Furthermore, investigations on a

spiroacetal were carried out.
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In the context of this work, 25 monocyclic N,O-acetals, two derivatives of azamannose as
potential building block, isofagomine and its 5-isomer, four potential inhibiors of a potential
allosteric site of GMII and fragments of L039 were synthesized, purified and analysed

spectrometroscopically. None of those compounds showed significant inhibition of dGMII.

To investigate the activity of potential inhibitors, enzyme assays were carried out. For this task,
two substrates were prepared in four- and five-steps synthesis, as well as a reference inhibitor

of p-glucosidases (isofagomine) in a six-step synthesis to validate the assay systems.
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Zusammenfassung

Design, Synthese und Testung potentieller
Inhibitoren der Golgi-a-Mannosidase 11

Die Golgi-a-Mannosidase 1l (GMII) spielt eine entscheidende Rolle im N-
Glycosylierungsprozess. Dieser ist maligeblich an der Metastasierung diverser
Krebstumorarten beteiligt, da er essentielle Vorstufen der zur Zellerkennung notwendigen
Glycosylketten bereitstellt, welche auf der Zelloberflache mit Selectinen interagieren. Auf der
Oberflache verschiedener Krebszellen wurden modifizierte Glycosylierungsmuster
nachgewiesen, als deren Ursache eine Fehlregulierung der Expression angenommen wird, die
zu unnatlrlich hohen Konzentrationen an Glycosyltransferasen fiihrt. In klinischen Studien
konnte die Reduzierung von Tumorwachstum und Metastasierung durch die Inhibition der
GMII bereits nachgewiesen werden. Daher stellt die Inhibition dieses Enzyms einen

vielversprechenden Angriffspunkt in der Krebstherapie dar.

Als neue Wirkstoffklasse fur die GMII sollten kovalent reversible Inhibitoren entwickelt und
getestet werden, da sie die Vorteile kovalenter Inhibitoren durch Reversibilitat ohne deren
Nachteile kombinieren. Solche Inhibitoren bedirfen duRerst genauer Anpassung der Struktur
an den Rezeptor und hinsichtlich der Reaktivitat in Bezug auf die Reaktion mit dem Inhibitor
zur Bildung eines kovalent reversiblen Addukts. Zur Vorhersage von potentiellen Inhibitoren
wurden molekulares Docking durchgefihrt sowie auf quantenmechanische und
molekularmechanische (QM/MM) Simulationen zurlickgegriffen. Der Kerninhalt dieser Arbeit
war die Synthese dieser Verbindungen sowie die Synthese von fluorogenen Substraten fir S-
Glucosidasen und a-Mannosidasen. Insgesamt wurden 41 Verbindungen synthetisiert. Eine

Ubersicht der einzelnen Teilprojekte ist in Abbildung 1 dargestellt.

In Docking-gestiitztem De-Novo-Design wurde eine Struktur (L039) entwickelt, die allen zuvor
durch QM/MM-Simulationen identifizierten Anforderungen an einen kovalent reversiblen
Inhibitor gentigte. In weiteren Dockingstudien wurden diverse Verbindungen aus der
Substanzklasse der monocyclischen N,O-Acetale als poteniell kovalent reversible Inhibitoren
identifiziert. Daneben wurden Untersuchungen an einem Spiroacetal durchgefihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein Spiroacetal, 25 monocyclische N,O-Acetale, zwel

Derivate der Azamannose als potentielle Synthesebausteine, Isofagomin und dessen 5-Epimer,
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vier potentielle Inhibitoren fur eine potentielle allosterische Bindetasche sowie Fragmente der
Struktur LO39 synthetisiert, aufgereinigt und spektroskopisch charakterisiert. Keine dieser
Verbindungen zeigte signifikante Hemmung der dGMI|I.

Zur Untersuchung der Aktivitat der potentiellen Inhibitoren wurden Enzymassays
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden zwei Substrate in vier- bzw. flinfstufiger Synthese fir
fluorometrische Assays sowie ein Referenz-Inhibitor der S-Glucosidase (Isofagomin) in

sechstufiger Synthese zur Validierung des Assays-Systems dargestellt.
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Abbildung 1: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit behandelten Forschungsprojekte an der Golgi-a-Mannosidase 11 A)
Kristallstruktur pdb: 1HWW, darin markiert sind die Grél3e und Position der aktiven Bindetasche in lila und einer

potentiellen allosterischen Bindetasche in griin; B) computergestiitzte Methoden zum Design und zur Beurteilung neuer
Inhibitorstrukturen; C) durchgefiihrte Syntheseprojekte.
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Abklrzungen

Abkurzungen
[x] Konzentration von x
°C Grad Celsius
pL Mykroliter
UM mykromolar

4-MU-Glc  4-Methylumbelliferyl-f-D-glucopyranosid

4-MU-Man  4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid

A Angstrom

abs. absolut

ACN Acetonitril

AG Arbeitsgruppe

Ala Alanin

AMA Acetylgeschitzes Mercapto-Acetal
Aq. Aquivalent

Arg Arginin

AS Allosterischer Inhibitor

Asn Asparagin

Asp Aspartat

ATR attenuated total reflection (abgeschwachte Totalreflexion)
AzMan Azamannose

BnBr Benzylbromid
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Abklrzungen

C Kohlenstoff

C Konzentration

CDCI3 Deuterochloroform

CHCI3 Chloroform

COSsy correlation spectroscopy

D D-konfiguriert nach Fischer
DBU Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
DC Dunnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan

dd Doublett von Doublett

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DPP Dolichol-Phosphat-Precursor
dt Doublett von Triplett

EC Enzyme Comission

EE Ethylacetat

El Enzym-Inhibitor-Komplex

ER endoplasmatisches Retikulum
ES Emzym-Substrat-Komplex
ESI Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplex
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Abklrzungen

ESI-MS
et al.
F/s

FT-IR

GH

Glc
GIcNAc-T
GMII

GS

HAdG
HAM
HAR
hGM
hLM
HMBC
HPLC
HSQC

Hz

Electro Spray lonisation-Massenspektrometrie
et alii/aliae/alia

Fluoreszenzeinheiten pro Sekunde

Fourier Transformierte-Infrarot Spektroskopie
Gramm

Glycosid-Hydrolase

Glucose

N-Acetylglucosaminyltransferase
Golgi-a-Mannosidase Il

Glucosidase-Substrat

Stunde

N,O-Acetale auf 2-Deoxyglucose-Basis
N,O-Acetale auf Mannose-Basis

Hirshfeld Atom Refinement

Humane Golgi-a-Mannosidase

Humane Lysosomale Mannosidase
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
High Performance Liquid Chromatography
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Hertz

Inhibitor
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Abklrzungen

ICs0
IR
JBM
JGU
JMU
kcal
Kd
kDa
Ki
Ky’
kJ
KM
KOH

konz.

LC/MS
LE
LHDMS
Lit.
mbar

MeCN

Inhibitorkonzentration bei 50% Enzymhemmung
Infrarotspektroskopie

Mannosidase der Jack-Bohne

Johannes Gutenberg-Universitat
Julius-Maximilians-Universitat

Kilokalorie

Dissoziatinskonstante

Kilodalton

Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes
Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes
Kilojoule

Michaelis-Menten-Konstante

Kaliumhydroxid

konzentriert

L-konfiguriert nach Fischer

Liquid Chromatography-/Mass Spectroscopy

Ligandeneffizienz
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Einleitung

1 Einleitung

Krebs ist eine der haufigsten nicht natiirlichen Todesursachen in Industrienationen®. Studien
mit Krebspatienten im Endstadium haben gezeigt, dass die spezifische Inhibition der Golgi-a-
Mannosidase Il (GMII) durch Swainsonin eine Reduktion des Tumorwachstums und der
Metastasierung bewirkt?3, Insbesondere der Effekt auf die Metastasierung, die 90 % aller
Krebstodesfalle zu verantworten hat*, ist ein Therapieansatzpunkt, in dem die GMII eine
entscheidende Rolle spielt.

1.1 Der Metastasierungsprozess

Der Begriff Metastasierung beschreibt den Prozess der Absiedlung und Ausbreitung von
Tumorzellen von einem Primartumor zu entfernten Organen im Korper. Die

Metastasierungskaskade lasst sich in folgende Schritte unterteilen (siehe Abbildung 2):
1. Anlagerung der Tumorzelle an die Wirtszelle- bzw. Extrazellulare Matrix
2. Proteolyse von Gewebsbarrieren/Endothelzellen
3. Migration der Tumorzellen durch das Gewebe
4. Bildung von Kolonien im Zielorgan

Zunéchst erfolgt die Anheftung der Tumorzellen des Primértumors ber Tumor-Zell-
Oberflachenrezeptoren>® an die Basalmembran. Diese Anlagerung erfolgt tiber Selectine, die
bestimmte Glycoproteine erkennen und auf deren Rolle spater noch weiter eingegangen wird.
In Schritt 2 sezernieren die Tumorzellen Degradationsenzyme®, wobei die Tumor-eigene
Angiogenese eine entscheidende Rolle spielt®!!, Darauf folgt die Invasion des Tumors (A in
Abbildung 2), wodurch er BlutgefalRe oder das lymphatische System penetrieren kann. Dort
wéchst der Tumor und/oder siedelt einzelne Tumorzellen ab (B in Abbildung 2), welche dann
im Blutkreislauf zirkulieren. Dabei interagieren sie mit verschiedenen Blutzellen wie
Leukozyten und Blutplattchen sowie korpereigenen Schutzmechanismen wie Lymphozyten.
Letztendlich findet die Adhésion der (berlebenden Krebszellen an das Endothel (ber
Kohlenhydrat-Liganden der Zelloberflache der Tumorzellen und E-Selectine des Endothels
statt. Im Anschluss daran erfolgt die Extravasation der Tumorzellen aus dem GefaR. Um sich
weiter zu vervielféltigen und letztendlich einen metastatischen (sekundéren) Tumor zu bilden,

mussen die migrierten und extravasierten Krebszellen im Parenchym (dem durch spezifische
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Zellen der Organe gebildeten Gewebe) tiberleben'? 4, In mehreren Studien wurde allerdings
gezeigt, dass die wenigsten injizierten Tumorzellen Gberhaupt in der Lage sind, metastatische
Tumore zu bilden. So zeigte Sakurai et al., dass 98.5 % injizierter menschlicher
Lungenkrebszellen nach 24 h abgestorben waren®. Luzzi et al. kamen in Untersuchungen zum
Metastasierungsprozess von B16F1 (Hautkrebszellen) in Mausen zu dhnlichen Ergebnissen'®
nach denen ca. 99.99 % der injizierten Zellen aufgrund von Apoptose und Nekrose, oder durch
Eintreten in einen inaktiven Schlafzustand keine entfernten L&sionen bilden. Selbst nach
Bildung neuer Mikrometastasen wurden die meisten davon bis zum Tag drei nach Injektion
wieder abgebaut. Dementsprechend sind nur sehr wenige Uberlebende Tumorzellen notwendig,

um neue Metastasen zu bilden.

Vaskulédre Absiedlung Zirkulierende
Infiltration des von Krebszellen Krebszellen
Primértumors des Primar-

tumors

_A_B_
| -

- o

Adhision der

C ﬂ Krebszellen an
Bildung das Endothel
metastatischer
Tumore

Krebszelle —_
<,:|D ‘
E-Selectin —»9 :
‘ M A U .,.E‘]ndothel

\Y
Sialyl Le*
|O M Leukozyt, Blutpléittchenl Sialyl Le®

Abbildung 2: Schematischer Metastasierungsprozess in Anlehnung an Kannagi et al.*’

Die Adhésion der Krebszellen erfolgt durch die Interaktion von oberflachlichen Kohlenhydrat-
Liganden der Krebszellen und Selectinen des Endothels®. Auf der Zelloberflache vieler
Krebszellen wurden in erhéhtem MalR Kohlenhydratstrukturen von Sialyl Lewis A (sLe?) und
Sialyl Lewis X (sLe*), Tetrasaccharide mit der Sequenz NeuAcGal[Fuc]GIcNAc fir sLe? und
NeuAcGal[Fuc]GIcNAc fiir sLeX, gefunden 822, Als interagierende Gegenstiicke aufseiten des
Endothels wurden E-, P- und L-Selectine, Glycoproteine aus der Gruppe der Lectine mit

Massen zwischen 42 kDa und 91 kDa, identifiziert.
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P-Selectine werden in o-Zellorganellen von Endothel- oder Blutplattchen gespeichert. L-
Selectin wird in Leukozyten exprimiert, E-Selectine werden ausschlieBlich an aktivierten
Endothelzellen exprimiert?®. Selectin-Liganden auf der Krebszelloberflache werden als
potentielle Mediatoren in der Interaktion zwischen Leukozyten und Blutplattchen angesehen,
welche die Anheftung von Krebszellen an das Endothel erleichtern und somit die
Metastasenbildung begiinstigent”24, Mégliche Tumor-Selectin-Interaktionen sind in Abbildung
3 dargestellt.

YY ¥ 1773

L-Selectin  E-Selectin  P-Selectin Selectin-Liganden

Aktivierte
Blutplattchen

‘,3@70

Aktivierte
Blutplittchen

¢
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Muzinkarzinom

t8—h

Abbildung 3: Mdgliche Interaktionen zwischen (Tumor)Zellen, Selectinen und Selectinliganden wéhrend des

Metastasierungsprozesses nach Laubli et al.?*

Als Ursache fur die verdnderten Glycosylierungsmuster wird eine Fehlregulierung der
Expression angenommen, welche zu unnatirlich grofen Mengen an Glycosyltransferasen
fiihrt?®. So wurden in vielen Tumorarten der Brust, des Darms und in Melanomen die N-
Acetylglucosaminyltransferase V (GIcNAc-T V), ein Enzym, welches ein spezifisch
verzweigtes N-Acetylglucosaminmuster auf den Glycoproteinen erzeugt, als tberexprimiert
berichtet?®33, Weitere Beispiele sind die a-(1,3)-Fucosyltransferasen IV und VII, a-(2,3)-

Sialyltransferasen, f-(1,4)-Galactosyltransferases and N-Acetylglucosaminyltransferasen®3*,
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Selectine wiederum erkennen bevorzugt die tetraglycosidischen SLe*- und SLe?-Strukturen, die
durch diese Glycosyltransferasen synthetisiert werden. Die schlechte Prognose fur
Krebspatienten mit tiberexprimierten Fucosyltransferasen IV oder V11 stiitzt diese These®. Da
es sich als aufgrund fehlender Strukturinformationen sowie niedriger Substrataffinitat der
Glycosyltransferasen zum natiirlichen Substrat und komplexen Uberganszustanden als
schwierig erwiesen hat, Inhibitoren fiir diese Enzyme zu entwickeln®-8, wird versucht, schon
friher in den Entstehungsprozess der Glycosylketten einzugreifen. Dieser Prozess soll im

Folgenden (Kapitel 1.2) néher besprochen und moégliche Ansatzpunkte aufgezeigt werden.

1.2 Die Rolle des N-Glycosylierungswegs im Metastasierungsprozess

Wie in Kapitel 1.1 erwahnt, spielt das veranderte Glycosylierungsmuster auf der Oberflache
von Krebszellen eine entscheidende Rolle im Metastasierungsprozess. Die Synthese der
Glycosylgruppen erfolgt Uber den N-Glycosylierungsweg, bei dem es sich um eine
posttranslationale Modifikation handelt, bei der ein Oligosaccharid kovalent an die Seitenkette
von Asparagin gebunden wird. Der Prozess (schematisch dargestellt in Abbildung 4) beginnt
mit dem Aufbau des Dolicol-Phosphat-Precursors (DPP), bestehend aus Dolichol, N-
Acetylglucosamin sowie neun Mannose- und drei Glucoseeinheiten, welcher co-translational
auf Asparaginreste, die sich in der Sequenzfolge Asn-Xaa-Ser/Thr befinden miissen®,
Ubertragen wird. Dieses Konstrukt wird dann in das endoplamatische Retikulum (ER)
transferiert, wo es dann durch verschiedene Glycosid-Hydrolasen (GH) und Transferasen, unter
anderem der Familie GH38%, prozessiert wird. Nach dem Transfer in das ER erfolgen zunachst
Kirzungen des Glycoproteins durch Glucosidasen und Mannosidasen, bevor das Konstrukt im
Golgi-Apparat weiter hydrolysiert und mit GIcNAc verknlpft wird. Durch die Golgi-
Endomannosidase kdnnen diese Schritte teilweise auch schon friher im Golgi-Apparat
stattfinden. Die Aufgabe der GMII bestent konkret in der Verkirzung des
GIcNAcMans(GIcNAc).-Gerlstes  durch Abspaltung der a-(1,3)-Mannose- und a-(1,6)-
Mannose-Einheiten zu GIctNAcMans(GIcNAc),*. Nach Verlangerung dieses Bausteins um
eine weitere GICNAc-Einheit durch die N-Acetylglucosaminyltransferase Il entsteht so der
Grundbaustein fiir den Aufbau komplexerer Oligosaccharid-Geriiste*>#4. Darin wurden bereits
Eingriffe an verschiedenen Stellen des N-Glycosylierungswegs untersucht. Als exemplarische
Therapieansitze seien hier Castanospermin®, Deoxynojirimycin sowie Derivate davon® als

Inhibitoren der ER a-Glucosidasen | und Il (Punkte A und B), Deoxymannojirimycin®’ und
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Kifunensin® als Inhibitoren der Golgi-a-Mannosidase | (Punkte C und D) sowie

Swainsonin®**® als Inhibitor der Golgi-a-Mannosidase 11 (Punkt E) genannt.

Glucose » Mannose 1-P » DPP-GlcNAc,Man » DPP-GIcNAc,MangGlcey
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Transfer
ER ER E
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des N-Glycosylierungswegs und der Funktion der GMII (angelehnt an die Darstellung
von Rose et al®. und Dwek et al.*6) mit verschiedenen therapeutischen Ansatzpunkten®?
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1.3 Golgi-a-Mannosidase |1

Die Golgi-a-Mannosidase |1 ist ein Schliisselenzym im N-Glycosylierungsweg und stellt ein
potentielles Ziel in der Entwicklung neuer Inhibitoren zur Behandlung metastasierender
Krebserkrankungen dar. Ihre Aufgabe besteht in der Abspaltung zweier Mannoseeinheiten von
dem Zwischenprodukt GIcNAcMansGIcNAc,, ndmlich der a-(1,3)- und a-(1,6)- verknupften
Mannoseeinheiten M4 und M5, zu GIcNAcMansGIcNAc; (vgl. Abbildung 4).

1.4 Modellenzyme fir hGMII

Da es duRerst schwer ist, die humane Golgi-a-Mannosidase Il in ausreichenden Mengen und
Reinheit zu erhalten, existiert bis heute keine Kristallstruktur des Enzyms. Als Modellenzym
dient daher die GMII aus Drosophila melanogaster, deren Sequenz zu 41 % identisch und zu
61 % dahnlich zu der der hGM ist. Zudem wurden flr beide vergleichbare kinetische
Eigenschaften, Inhibitor-Sensitivitaten und Substratspezifititen nachgewiesen®®**. Daneben
stellt die Jack Bean a-Mannosidase (JBM aus Canavalia ensiformis, der Riesenbohne) als
kommerziell erhéltliche Glycosidase ein veritables Modellenzym dar. Obwohl bis heute weder
die Primérsequenz noch die strukturellen Details dieses Enzyms in G&nze bekannt sind, konnte
durch Analyse der Fragmente des Proteins durch proteolytischen Verdau 959 der 981
Aminoséduren bestimmt werden. LC/MS-Studien zeigten zudem eine hohe Ahnlichkeit der
Sequenz der katalytischen Bindetasche zur humanen lysosomalen a-Mannosidase (hLM) und
der hGMI %558,

1.4.1 Struktur

Die humane Golgi-a-Mannosidase Il (hGMII) gehort zur Familie GH38 der
Glycosidhydrolasen (Enzymeintrag EC 3.2.1.114)°"°8, Bei ihr handelt es sich um ein Typ Il
Transmembranprotein (mit intrazellularem N-Terminus) mit einer Masse von ca. 125 kDa. Wie
alle strukturell sehr &hnlichen Angehdrigen der Familie GH38 ist sie in der Lage, a-(1,2)-, a-
(1,3)- und a-(1,6)-verkniipfte Mannoseeinheiten zu hydrolysieren®. Sie besteht aus einer
kleinen N-terminalen o/Bf-Doméne, einem Biindel aus drei o-Helices sowie einem
immunoglobinartigen C-terminalen, reinen B-Faltblatt. Diese Domanen bilden ein durch funf

Disulfidbriicken verbundenes kompaktes Gebilde, welches durch eine Bindestelle fiir ein
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Zinkatom in der aktiven Bindetasche stabilisiert ist (siehe Abbildung 5). Die das katalytische
Zentrum beinhaltende Domane befindet sich auf der luminalen Seite des C-Terminus und ist
durch einen integralen Membrananker an das restliche Protein gekoppelt®. Als tertiare Struktur
zeigt die GMII eine kompakte Struktur mit einer konvexen N-terminalen Seite und einer

planaren Oberflache auf der gegeniiberliegenden Seite.

Ig-artige Doméne

o/B-Doméne

o/B-Doméne

Ig-artige Doméne

Drei-Helix Biindel

Abbildung 5: oben: Molekulstruktur der Golgi-a-Mannosidase 1l aus Drosophila melanogaster (dGMII) aus der
Rontgenstruktur pdb: 1HWW?®3, Das zentrale Zink?*-lon ist in blau dargestellt; unten: Oberflache derselben Kristallstruktur,
bei der l6semittelzugéngliche Bereiche in griin, hydrophobe Bereiche in hellblau und polare Bereiche in gelb eingeférbt sind.

Die aktive Bindetasche ist in rot angedeutet.
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Das katalytische Zentrum befindet sich auf der dem Golgi-Lumen zugewandten Seite,
eingebettet in einer erweiterten Tasche in der o/B-Domane, welche vornehmlich aus sauren
Aminoséuren aufgebaut und hochkonserviert ist. Das aktive Zentrum ist eine kleine
Einbuchtung in dieser negativ geladenen Region, in deren Zentrum ein Zinkion einerseits zur
Stabilisierung beitrégt, welches zudem aber auch eine wichtige Rolle in dem Hydrolyse-Prozess

und der Substraterkennung spielt3,

Abbildung 6: Oktaedrische Sechsfachkoordination des zentralen Zinkions in der Kristallstruktur pdb IHWW

Dieses Zinkion ist im freien Protein Ts-quadratisch-pyramidal durch die Seitenketten Asp92,
His90, His470 und His471 sowie ein Losemittelmolekul komplexiert. Ein Substratmolekil
verdréngt das Losemittelmolekdil und koordiniert seinerseits zweifach an das Zink, wodurch es
dann in einem oktaedrischen Ligandenfeld sechsfach koordiniert wird>.. Diese Koordination

wird auch in der Kristallstruktur im Komplex mit Swainsonin gefunden (Abbildung 6).

1.4.2 Hydrolysemechanismus der dGMII

Das Polysaccharidgerist GIcNAcMansGIcNAc, welches in den Golgi-Apparat eintritt, wird
um die a-(1,6)- und a-(1,3)- verknlpften Mannoseeinheiten M5 und M4 verkirzt. Dabei bindet
das Substrat an eine grofle Furche auf der Enzymoberflache (vgl. Abbildung 5). In dieser
konnen drei Bereiche abgegrenzt werden, die die hauptsdchlichen Wechselwirkungen mit den

beiden Mannoseresten M4 und M5 sowie dem N-Acetylglucosamin G3 ausbilden.
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GMII

Anker-|Katalytisches|| Halte-
position)| Zentrum |(position|
i a1,6\ /01,3

/a1,3 $ Q1,3

&~

N—— N—— N—m—

SN——
S B e
ASN ASN ASN

Abbildung 7: Schematischer Hydrolysemechanismus der GMII nach Shah et al®!

Die Ankerposition halt das Polysaccharid in Position, das katalytische Zentrum hydrolysiert
zunéchst M5, derweil M4 in einer Halteposition fixiert wird. Nach der Abspaltung von M5
verlasst M4 seine Position und nimmt den Platz im katalytischen Zentrum ein, wo es ebenfalls
abgespalten wird (siehe Abbildung 7). Die Wechselwirkungen zwischen Substrat und der
dGMII sind schematisch in Abbildung 8 dargestellt. Diese drei Positionen zeichnen sich dabei

durch folgende Eigenschaften und Strukturen aus:
Katalytisches Zentrum:

Die o-(1,6)-gebundene Mannoseeinheit M5 ist sehr stark durch die Ausbildung vieler
Wasserstoffbriickenbindungen und Stapelinteraktionen mit hoch konservierten Resten in der
aktiven Tasche gebunden. Die Hydroxylgruppen in Position 2, 3 und 4 binden Uber
Wasserstoffbriicken an die zwei konservierten Tyrosine Tyr269 und Tyr727, an His471 und das
Aspa72. Zusatzlich bildet die hydrophobe Seite des Zuckerrings Stapelinteraktionen mit Trp95
und Tyr727 aus. Die Sauerstoffatome an Position 2 und 3 koordinieren das Zink-lon. Der
nucleophile Angriff an C1 von M5 erfolgt durch die Positionierung zwischen dem nucleophilen

Aspartat 204 und der als Sdure-Base-Katalysator fungierenden Asparaginséure 341.
Halteposition:

Die a-(1,3)-gebundene Mannoseeinheit M4 besetzt eine Halteposition 9 A vom nucleophilen
Asp204 entfernt. Sie bildet mehrere Wechselwirkungen zu einem GMII-konservierten Arginin
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(Arg343) aus. Die generelle Beschaffenheit dieser Tasche ist recht offen und ermdglicht

keinerlei Stapelwechselwirkungen®.,
Ankerposition:

Das N-Acetylglucosamin G3 ist stabil in einer engen Tasche 13 A von M5 und 14 A von M4
entfernt. Es bildet starke Stapelwechselwirkungen mit einem in allen GMII konservierten
Tyrosin-Rest (Tyr267) aus. Die Acetylgruppe ist zwischen einem konservierten Tryptophan
(Trp299) und Prolin (Pro298) fixiert und bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zu einem
konservierten Histidin (His273) aus. Aufgrund der sehr flexiblen Gestalt des Substrates ist die
Fixierung und Stabilisierung desselben notwendig. Die Koordination von G3 orientiert somit
die zu hydolysierenden Mannoseeinheiten in die Kkatalytische Position®!. AuRerdem
gewahrleistet sie die korrekte Rotation von M4 von der Halteposition in das katalytische

Zentrum®®,

10
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Abbildung 8: Zweidimensionale Ubersicht der Interaktionen zwischen dem Substrat und der dGMII, bestimmt durch einen
LigPlot+ (erhalten aus der Kristallstruktur pdb: 3CZN) nach Shah et al 5.

Die relative rdumliche Lage der drei beschriebenen Taschen in der dGMII mit dem naturlichen
Substrat GIcNAcMansGIcNAC: ist in Abbildung 9 gezeigt und wurde aus der Kristallstruktur
(pdb: 3CZN) einer Mutante der dGMII (D204A dGMII) erhalten. In dieser wurde das
nucleophile Aspartat 204 durch ein Alanin ersetzt, um die katalytische Prozessierung zu
unterbinden. Im Vergleich des E-I-Komplexes des Apoenzyms mit dem des freien Enzym

D204A der dGMII zeigt sich zudem, dass die Anbindung des Substrats quasi keinerlei
Konformationsanderung bewirkt®?.,

11
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Abbildung 9: Das natiirliche Substrat GIcNAcMansGIcNAcz im Komplex mit der D204A-Mutante der dGMII (pdb: 3CZN)
mit farblicher Markierung der drei beteiligten Zucker-Bindepositionen: M5 im katalytischen Zentrum (rot), M4 in der
Halteposition (blau) und G3 in der Ankerposition (griin).

Der Hydrolysemechanismus:

Als retendierende Glycosylhydrolase spaltet die GMII ihr Substrat in einem zweistufigen
Prozess liber einen kovalenten Glycosyl-Enzym-Komplex. Als Ubergangszustand tritt dabei ein
intermediares Oxocarbenium-lon auf*®41%2. Dabei nimmt das Mannosyl-Enzym-Intermediat
eine verzerrte 1Ss-Boot-Struktur ein, wodurch die Hydroxylgruppe der Zuckereinheit eine
gunstige, durch umliegende Aminosaurereste den Ubergangszustand stabilisierte Position
einnimmt*>%, In dieser steht die Abgangsgruppe, im Einklang mit Deslongshamp’s
antiperiplanar lone pair hypothesis®®, anti-periplanar zum nicht-bindenden Elektronenpaar des
Ringsauerstoffs. Daneben senkt diese Konformation die Energiebarriere fir den Angriff des
Wassermolekils durch Minimierung der sterischen Abschirmung durch die syn-stdndigen
Protonen des Zuckers an C3 und C5. Die zu prozessierende Mannoseeinheit wird durch
Koordination des Zinks durch die Hydroxylgruppen an C3 und C4 in der katalytischen Diade,
bestehend aus dem nucleophilen Aspartat 204 und der als S&ure/Base-Katalysator fungierenden
Asparaginsaure 341, fixiert>®®*. Die Hydrolyse wird durch die Protonierung des exocyclischen
Glycosylsauerstoffs an C1 und gleichzeitigen Angriff des nucleophilen Aspartats 204
eingeleitet. Daraus resultiert der Bruch der glycosidischen Bindung unter Bildung des
kovalenten Enzym-Substrat-Intermediats mit Oxocarbenium-Charakter. Die darauffolgende

12
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Hydrolyse durch ein Wassermolekul setzt die Mannoseeinheit unter Retention der

urspringlichen a-Konfiguration frei (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Hydrolysemechanismus der dGMII nach Reilly*° und Koshland®?

1.4.3 Jack Bean Mannosidase

Als weiteres Modellenzym fiir die hGMII wurde die kommerziell erhéltliche Mannosidase aus
Canavalia ensiformis (JBM), der Riesenbohne, verwendet. VVon diesem Enzym sind bis heute
weder die komplette primére Sequenz noch die dreidimensionale Struktur bekannt. 2013 gelang
es der Arbeitsgruppe Kumar 98 % der Proteinsequenz (959 Aminosauren) durch
proteolytischen Verdau und Analyse der Fragmente zu bestimmen®. Das Enzym ist eine Zink-
Metalloprotease, bestehend aus zwei Untereinheiten mit Massen von rund 66 kDa und 44 kDa.
Die groRere Untereinheit ist dabei glycosyliert, die kleinere nicht®>®, Die JBM spaltet a-(1,2)-
, a-(1,3)- und a-(1,6)-verknupfte Mannoseeinheiten von héheren Mannose-Oligosacchariden,
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aber auch eine Vielzahl von Aglykonen®’. Sie ist ebenfalls ein retendierendes Enzym, welches
auch einen zweistufigen Hydrolysemechanismus vollzieht® (vgl. Abbildung 10). Das
katalytische Zentrum der JBM hat LC/MS-Studien zufolge eine grof3e sequenzielle Similaritat
zu einer Vielzahl von Klasse 11 Golgi- und lysosomalen a-Mannosidasen. Auch bei ihr wurde
ein Aspartat als katalytisches Nucleophil identifiziert, wodurch die JBM auch in die Klasse 38
der Glycosylhydrolasen einzuordnen ist®’. Sie wird, wie andere Mannosidase-11-Enzyme, durch
Swainsonin und Mannostatin inhibiert**%°Aufgrund der guten Verfuigbarkeit im Vergleich

zu Saugetier a-Mannosidasen findet sie breite Anwendung im Bereich der Zuckerforschung®®.

1.4.4 p-Glucosidase aus Mandeln

S-Glucosidasen (EC 3.2.1.21) gehoren zur Familie der Glycosylhydrolasen 1 und 3. Sie spalten
S-glycosidischen Bindungen und finden Anwendung in Landwirtschaft, Biotechnologie,
Industrie und der Medizin, und spielen eine wichtige Rolle in biologischen Prozessen.
Verénderungen an p-Glucosidasen sind mit verschiedenen Krankheiten wie der
Parkinson’schen Krankheit, Lewy-Kérperdemenz und der lysosomalen Speicherkrankheit
(Morbus Gaucher) verkniipft’t"2, Die im Rahmen dieser Arbeit adressierte S-Glucosidase
wurde als Familie 1 Glycosidase identifiziert”®. Diese Familie retendierender
Glycosylhydrolasen spaltet glycosidische Bindungen vermittels eines nucleophilen
Glutamats’ ", im Unterschied zu den Angehorigen der Familie 3, welche zu diesem Zweck ein
nucleophiles Aspartat nutzen®. Bekannte Inhibitoren sind das irreversibel desaktivierende

Conduritol-B-Epoxid”®" und das reversible Isofagomin’®® (siehe Abbildung 11).

OH OH
AOH AOH
O
HN OH
Y OH
OH
Conduritol-B-Epoxid Isofagomin

Abbildung 11: Strukturen von Conduritol-B-Epoxid (die Stereozentren an C1 und C6 kdnnen dabei sowohl 1R, 6S- als auch
1S, 6R-konfiguriert sein) und Isofagomin

Der Hauptunterschied zwischen a- und #-Glycosidasen besteht in der relativen Anordnung des
katalytischen Nucleophils und des Protonendonors zueinander. In p-Glycosidasen kann die
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Protonierung der C1-Sauerstoff-Bindung sowohl aus anti- als auch aus syn-Stellung heraus

erfolgen®®,
anti-Protonierung syn-Protonierung
OH OH
(¢} (¢}
N N

HO O: IR HO 0
OH% © OH \;\\
H

|
(0}

) ..
(6] 6(.)." (6] (0] (6] @(.)_" (6]
I X Iy X

Abbildung 12: Anti- und syn-Protonierung, wie sie in 8-Glycosidasen erfolgen kann, nach Heightmann und Vasella®

Hinsichtlich des Oxocarbeniumion-Charakters scheint dieser der bevorzugte Ubergangszustand
fir die axiale Hydrolyse in a-Glycosidasen zu sein, wohingegen in p-Glycosidasen mit
Aquatorialer Hydrolyse das Carbokation den bevorzugten Ubergangszustand beschreibt®l. Im
Vergleich von Isofagomin als p-Glucosidase-Inhibitor und Deoxynojirimycin als a-

Glucosidase-Inhibitor kann dies verdeutlicht werden.

S-Glucosidase a-Glucosidase

— 5 % — %
/O—R
// 5t g 0/7087
, . -
O\ /6+ O\ s
\\ \\
\\\ \ HO HO
BN N N S HO
N8 H  O—R HO
HO
(¢} 0

Additionsprodukt von
Conduritol-B-Epoxid

//
E)
O/
>

I

OH OH
®
HO ® HO NH,
HO NH, HO
OH
Isofagomin Deoxynojirimycin

Abbildung 13: Vergleich der Ubergangszustande in a- und S-Glycosidasen mit Inhibitoren fir diese Enzymklassen und das

Additionsprodukt von Conduritol-Epoxid nach kovalenter Anbindung an das katalytische Nucleophil nach Melo et al.8

Hinter dem Design dieser Inhibitoren steht die Annahme, dass der Ubergangszustand einen
mafgeblichen Einfluss auf die Stabilisierung des Hydrolysemechanismus hat. Die Imitation
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desselben filhrt demnach zu einer guten Inhibition®2. Epoxidische Inhibitoren hingegen sind
kompetitive, irreversible Inhibitoren, welche kovalent an das katalytische Nucleophil des
aktiven Zentrums binden. Dabei wird angenommen, dass zuerst der Epoxidsauerstoff von der
Saure/Base-Katalysator-Einheit protoniert und daraufhin das anomere Kohlenstoffatom

nucleophil angegriffen wird, wodurch ein Ester gebildet wird (siehe Abbildung 13).

1.5 Bekannte Glycosidase-Inhibitoren

Da Glycosidasen eine entscheidende Rolle in  Modifikationsprozessen  und
Signalerkennungswegen spielen, gelten sie als Angriffspunkte fur zahlreiche Krankheiten.
Trotz groRen wissenschaftlichen Interesses existieren nur wenige Glucosidase-Inhibitoren und
keine  Mannosidase-Inhibitoren auf dem europaischen und US-amerikanischen
Arzneistoffmarkt. Als Beispiele fir Glucosidase-Inhibitoren seien die Diabetespréparate
Miglitol (Glyset®) und Acarbose (Glucobay®) sowie das Virostatikum Oseltamivir (Tamiflu®)
und Miglustat (Zavesca®) zur Behandlung der lysosomalen Speicherkrankheit Morbus
Gaucher®-8 (Abbildung 14) genannt.

OH
\OH
o .
> OH
WO OH
/ OH
“IoH no” " o
AN
HO OH
Acarbose Miglitol

(6]
Y NH2

OH
. OH HN
o~ é\‘ . 0
N J
NN OH 0 o7 Do N

Miglustat Oseltamivir

Abbildung 14: Strukturen verkehrsfahiger Glucosidase-Inhibitoren

Im Fokus aktueller Forschung stehen insbesondere Aminozucker, die bei physiologischem pH-

Wert in ihrer protonierten Form den postulierten Ubergangszustand (Abbildung 13) imitieren.
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In Abbildung 15 sind Beispiele mdglicher Ansatzpunkte fir Glycosidase-Inhibitoren im N-
Glycosylierungsweg aufgezeigt. Die dabei aufgefihrten Molekile werden dabei alle als
potentielle Mimetika fiir den Oxocarbenium- oder Cabokation-Ubergangszustand postuliert,

was als essenzielles Merkmal fiir eine gute Inhibition angesehen wird#6:64.80.86,
Zu den Glucosidase-Inhibitoren der Interventionspunkte A und B in Abbildung 15:

Die Nojirimycin-Derivate leiten sich von Nojirimycin, einem der ersten entdeckten
Iminozucker ab. 1-Deoxynojirimycin wurde 1966 erstmals von dem Naturstoffchemiker Hans
Paulsen an der Universitat Hamburg synthetisiert®”. Im selben Jahr wurde Nojirimycin aus der
Fermentationsbriihe von Stretomyces lavaendulae isoliert®. In der traditionellen chinesischen
Medizin wurde der anti-hyperglycdmische Effekt von 1-Deoxynojirimycin schon seit Langem
in Form von Maulbeerblittern genutzt und der Wirkstoff 1970 aus eben diesen isoliert®.
Castanospermin, ein Indolizidinalkaloid, wurde 1981 aus Samen von Castanospermum australe
extrahiert und als potenter und selektiver Inhibitor der lysosomalen a- und S-Glucosidase ohne

Beeinflussung anderer Glycosidasen berichtet®-2,
Zu dem Mannosidase-Inhibitor der Interventionspunkte C und D in Abbildung 15:

1-Deoxymannojirimycin wurde schon 1961, unwissentlich als Bestandteil der Rinde der zu den
Hulsenfrichten gehdrenden Lonchocarpus sericus, mit insektizider und pestizider Wirkung
beschrieben®®. 1984 wurde es aus der artverwandten Hiilsenfrucht Lonchocarpus costaricensis

isoliert. 1-Deoxymannojirimycin ist ein Inhibitor der Mannosidase 1%.
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Abbildung 15: Ansatzpunkte flr Arzneistoffe mit Beispielen im N-Glycosylierungsweg nach Dwek*6

Zu dem Mannosidase-Inhibitor des Interventionspunktes E in Abbildung 15:

Das Indolizidin Swainsonin ist ein Alkaloid, welches zuerst aus Swainsona canescens, einer
Hiilsenfruchtart aus Australien isoliert®® wurde. Es kommt in diversen Pflanzen der Gattungen
Astragalus und Swainsona vor, welche unter dem Sammelbegriff Locoweed zusammengefasst
werden. Es inhibiert unselektiv die Jack Bean a-Mannosidase, die Golgi-a-Mannosidase 11
sowie die lysosomale a-Mannosidase®® %, Die Inhibition der letzteren ist fiir die toxische
Wirkung des Swainsonins verantwortlich. Da der N-Glycosylierungsweg an dieser frithen Stelle

unterbrochen wird, akkumulieren mannosereiche Oligosaccharide im Lysosom, was zu
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erheblichen Vergiftungserscheinungen fiihrt®®. Insbesondere der sogenannte Locoismus,
abgeleitet vom spanischen loco = dt. ,,wahnsinnig®, war namensgebend fiir den Sammelbegriff
der Swainsonin enthaltenden Pflanzenarten. Allerdings sind die durch Swainsonin unterdriickte
Prozessierung von Oligosaccharidketten des Influenza-Virus A (Hamagglutinin) durch
Inhibition von a-(1,2)-Mannosidasen von groRem Interesse®. Daneben wurden auch die
Inhibitionen von a-(1,3)- und a-(1,6)-Mannosidasen berichtet®”. Swainsonin besitzt Tumor-
und metastasierungs-suppressive Wirkung. In weiterfiihrenden Studien zeigte Swainsonin gute

therapeutische Effekte auf Lymphdriisenkrebs?, Darmkrebs'®, Ehrlich Aszitem Karzinom®%,

Leberkrebs!®? und Leukamiel®,

Swainsonin

Abbildung 16: Wechselwirkungen von Swainsonin in der aktiven Tasche der dGMII aus der Kristallstruktur pdb 1HWW

Die Analyse der Kristallstruktur von Swainsonin in der dGMII (pdb 1HWW?®) zeigt die
Wechselwirkungen im aktiven Zentrum. Dabei wird deutlich, dass Swainsonin sehr gut den
Ubergangszustand des natiirlichen Substrats (vgl. Abbildung 10 und Abbildung 13) imitiert.
Der Flnfring nimmt eine ahnliche Position wie der Hexosering des Substrats ein. Die beiden
Hydroxygruppen koordinieren analog an das Zink wie das kovalente Intermediat im
Hydrolysemechanismus. Der protonierte Stickstoff besetzt die Position des ringinternen
Sauerstoffs und des anomeren Kohlenstoffs. Gleichzeitig wechselwirkt er mit dem negativ
geladenen Nucleophil Asp204. In dieser Position gehalten, ergeben sich zusétzlich
Stapelwechselwirkungen des Sechsrings mit Trp95. Die Hydroxylgruppe des Sechsrings
interagiert Uber Wasserstoffbriickenbindung mit Asp472 und Tyr727, was den
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Wechselwirkungen der 4-Hydroxygruppen des Substrats mit diesen Aminosauren entspricht.

Der restliche Teil zeigt in die hydrophobe Tasche des aktiven Zentrums (vgl. Abbildung 16).

Swainsonin ist der potenteste bekannte Mannosidase-1I-Inhibitor mit einem 1Cso von 40 nM
(JBM); 40 nM (dGMII) und 20-50 nM (hGM 11)*°. Er ist dadurch in der Lage, das
Glycosylierungsmuster auf Zelloberflichen zu modifizieren und somit die Expression
spezifischer Membran-Glycoproteine zu beeinflussen'®. Zudem werden weitere antitumor-
Effekte durch die Inhibition der Expression von mtp53 und wtp53 sowie durch Einleitung der
Apoptose durch Calcium-Uberlastung und der damit einhergehenden Aktivierung der

Endonuklease in der humanen Magenkrebszelllinie SGC-7901 beschrieben!®>-107,

1.6 Dockingstudien

Molekulares Docking ist eine gangige Methode zur Abschatzung von Affinitaten bekannter
Liganden zu einem Target und bietet eine gute Mdglichkeit, im VVorfeld zu beurteilen, ob eine
Molekulstruktur oder Strukturuntereinheit potentiell inhibitorische Wirkung hat. Ebenso bietet
es einen Ansatz zum Design neuer oder optimierter Verbindungen. Bei der Suche nach fur ein
Target vollig neuen Strukturen werden virtuelle Screening-Ansétze durchgefihrt, bei denen
groRBe Datenbanken von kommerziell oder virtuell erhaltlichen Strukturen auf mdgliche
Wechselwirkungen mit einem Target untersucht werden®®1%, Die generelle Funktionsweise
besteht in der Positionierung einer vorgegebenen Struktur in einen zuvor definierten
Volumenbereich des Targets (posing) und der Berechnung dabei auftretender

Wechselwirkungen zwischen der Struktur und der Umgebung (scoring).
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1.6.1 Programme und Parameter

Zur Berechnung von Wechselwirkungen zwischen potentiellen Inhibitoren und festgelegten
Bereichen von Enzymen wurden die Programme FlexX der Softwaresuit LeadlT (Version
2.1.6, www.bioseolveit.com) sowie MOE (Version 2015.1001, Chemical Computing Inc., 1010
Sherbooke St. West, Suite 910, Montreal, QC, Canada, H3A 2R7, 2017) verwendet. Die
einzelnen Parameter wurden entweder auf Standardwerten belassen (siehe Tabelle 4 in Kapitel
3.1.1.3.1.1) oder sind bei den jeweiligen Dockingstudien angegeben.

Die Auswertung zur Einordnung der berechneten Wechselwirkungen erfolgt auf Grundlage
sogenannter Scoring-Funktionen. Das Ziel dabei ist die Vorhersage von Bindungsenergien, die
Diskriminierung von bindenden gegentber nicht-bindenden Strukturen und Bindemodi sowie
die korrekte Vorhersage von Affinitaten. In FlexX wird dies standardmafig durch den
sogenannten L-Score!*® wiedergegeben. MOE verwendet dazu die implementierte Scoring-
Funktion (GBVI/WSA dG!'!), welche im Folgenden als M-(K)-Score angegeben wird.
Daneben existiert noch eine weiterentwickelte Methode, welche zusétzlich die Solvatation bzw.
Desolvatation von Ligand und Rezeptor, ausgehend von zuvor berechneten Bindeposen, mit
beriicksichtigt, das HYDE-Assessment'? (vom englischen hydration-dehydration). Diese
Scoringfunktion gibt die jeweiligen Engergiebeitrdge flr jedes einzelne Atom des Liganden
wieder. Gerade in polaren Umgebungen, wie sie in der Bindetasche der GMII vorliegen, sollte
die Desolvatation nicht vernachléssigt werden, weshalb dieser Scoringfunktion besondere

Beachtung geschenkt wurde.

1.6.2 RMSD-Wert und Ligandeneffizienz

Der RMSD-Wert (root mean square deviation, die mittlere quadratische Abweichung) ist eine
wichtige GroRe zur Beschreibung der Ahnlichkeit von Bindemodi und Konformationen. Zur
Validierung der Gite von Dockingergebnissen kann idealerweise die Position und
Konformation eines in der Kristallstruktur vorhandenen Referenzliganden mit der berechneten
Position derselben Struktur verglichen werden (re-docking). Der RMSD-Wert wird gemal
Gleichung 1 berechnet. Darin beschreibt di den Abstand des i-ten Atoms zwischen zwei

Konformationen (in A) und N die Gesamtanzahl dieser Distanzen®*.
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N 2

RMSD = |=2i=171
N

Gleichung 1: Definition der mittlerren quadratischen Abweichung (RMSD)

Fur ein vertrauenswirdige Dockingergebnisse sollte das Redocking des Referenzlianden
RMSD-Werte unter 2 A liefern!1415,

Die Ligandeneffizienz LE wiederum setzt den berechneten Score eines Dockingergebnisses in
Verhéltnis zur Anzahl der in der Verbindung enthaltenen Schweratome geméfR Gleichung 2.

Score)

LE = —1
*<NS

Gleichung 2: Definition der Ligandeneffizienz

Die LE dient zur Beschreibung der Gute vorhandenener Interaktionen zwischen Ligand und
Rezeptor einer berechneten Bindepose und gibt Auskunft Uber das Optimierungspotential des
Liganden. Dabei beschreiben der Score die berechnete freie Bindungs-Energie (AG) und NS

die Anzahl der Schweratome.
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2 Motivation und Zielsetzung

2.1 Etablierung fluorometrischer Enzymassays

Da der urspriinglich im Arbeitskreis verwendete photometrische Assay als Zweipunktmethode
nicht nur anfallig fur Pipettierfehler, sondern auch wenig sensitiv ist, sollen fluorometrische
Assays mit Substraten, die durch die Prozessierung im Enzym fluoreszierende Molekile
freisetzen, etabliert werden. Zu diesem Zweck sollen die Substrate 4-Methylumbellifer-7-yl-4-
D-glucopyranosid (4-MU-Glc, GS) und 4-Methylumbellifer-7-yl-a-D-mannopyranosid (4-
MU-Man, MS) synthetisiert werden.

In der vorliegenden Arbeit sollten unterschiedliche Ansétze zur Hemmung der dGMII verfolgt

werden, namlich

1. Design und Synthese kovalent-reversibler bicyclischer Acetale
2. Evaluierung der Eignung von Spiroacetalen als Inhibitoren
3. Design und Synthese kovalent-reversibler monocyclischer Acetale

Daneben wurden potentielle allosterische Inhibitoren sowie ein p-Glucosidase-Inhibitor

(Isofagomin) synthetisiert.

2.2 Potentiell kovalent reversible bicyclische Acetale

Um eine mdglichst hohe Verweildauer eines potentiellen Inhibitors im aktiven Zentrum des
Enzyms zu erreichen, ohne dieses irreversibel zu blockieren, bieten sich reversibel kovalente
Wirkmechanismen an. Durch hochangepasstes Design von entsprechenden Verbindungen
sollen die Vorteile kovalenter Inhibitoren (hohe Verweildauer, hohe Affinitat, die teilweise aus
der kovalenten Anbindung resultiert) mit denen nicht-kovalenter (keine unspezifischen
Reaktionen mit off-Targets) kombiniert werden. Die Unterschiede sind schematisch in
Abbildung 17 dargestelit.
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Abbildung 17: Inhibitorische Strategien: a) reversible Inhibition durch chemisch inerte Liganden, b) irreversible Inhibition tber
reaktive Liganden und c) reversible und kovalente Inhibition durch reaktive Liganden nach Grossmann!1®

Uber die Betrachtung der Energieprofile der verschiedenen Inhibitionstypen wird klar, dass fur
irreversible Liganden die Energiebarriere der Rickreaktion zu grof? ist, als dass diese eintritt.
Im Falle reversibler Liganden ist die freiwerdende Energie durch die Bindung geringer und die

Energiebarriere damit klein genug, um eine Rickreaktion zu gestatten (vgl. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Energieprofile nicht-kovalenter (rot), kovalent-irreversibler (blau, gepunktet) und kovalent-reversibler (blau,

durchgezogen) Inhibitoren.

Ein prominenter Vertreter eines kovalenten Inhibitors ist das Aspirin, dessen Wirkmechanismus
in den vergangenen Jahren erneut detailliert diskutiert wurde*"*8, Dabei gibt es viele Hinweise
darauf, dass die hohe Deaktivierungsrate kinact (durch rasche Acetylierung von Ser530) und
damit die hohe Effizienz trotz vergleichsweise geringer Affinitdt zum aktiven Zentrum der
Cyclooxygenase 1 (Ki ca. 20 mM) durch eine vorherige guinstige rdumliche Ausrichtung des
Molekils durch ladungsvermittelte Wasserstoffbriickenbindung zum Caboxylatrest eines
benachbarten Arginins (Arg-120) erreicht wird'’. Angelehnt an diesen Wirkmechanismus soll,
durch eine Orientierung an substratdhnlichen Strukturelementen sowie individueller Anpassung
an vorhandene Aminosdurereste der aktiven Bindetasche der dGMII, einerseits Selektivitét
gegentber &hnlichen Glycosidasen, sowie eine rdumliche Orientierung der Inhibitoren
ermoglicht werden, welche eine reversible Anbindung an ein Aspartat der katalytischen Triade
erzielt. Dabei wird der Fokus auf Strukturelemente gelegt, die eine reversible Reaktion
gestatten. Dadurch sollen Nebenwirkungen durch geringe Selektivitét, wie sie bei irreversiblen

Inhibitoren oder nicht Substrat-angelehnten Wirkstoffen wie Swainsonin oder Mannostatin
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auftreten®119120 sowie vollstandige Desaktivierung verhindert werden. Zudem soll die
notwendige Konzentration zur Inhibition durch die dadurch erreichbare Verldngerung der

Verweildauer im aktiven Zentrum stark gesenkt werden.

Nach QM/MM-Berechnungen (quantum mechanics/molecular mechanics) von Engels et al. ist
eine kovalent reversible Anbindung an ASP204, gekoppelt mit einer ebenfalls reversiblen
Ring6ffnung (Abbildung 19) energetisch realistisch, wenn mindestens eines der acetalischen
Sauerstoffatome durch andere Heteroatome wie Stickstoff oder Schwefel ersetzt werden.
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Abbildung 19: Mdgliche Reaktionswege fir die reversibel kovalente Inhibition durch bicyclische Acetale. Die Ringgrofie ist

variabel.

Die durch den Angriff von Asp204 entstehenden Anionen sind theoretisch zur Riickreaktion
befahigt. Damit wirde der Inhibitor zuriickgebildet werden und stiinde fur einen weiteren
Angriff zur Verfligung. Sollte das nach dem Angriff von Asp204 entstehenden Anion jedoch
protoniert werden, ist diese Rickreaktion nicht mehr méglich. Zur Wahrung der Reversibilitét
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steht dann nur noch die Hydrolyse der Bindung zwischen Asp204 und dem Inhibitor zur

Verfugung, wir sie auch bei der Prozessierung von Substraten stattfindet.

2.2.1 Spiroacetale

Da theoretisch auch Spiroverbindungen in der Lage seien sollten, gemaf Abbildung 20 eine
kovalent-reversible Reaktion mit einem Aspartat einzugehen, wurde die Modellverbindung
PMSP hinsichtlich der Eignung dieser Verbindungsklasse als potentielle Glycosidase-
Inhibitoren untersucht.

0~ o
/—\ /—\62 — Asp204 /—\
0_ ~0 0 ""Q%‘o . ofﬁo
ij ij S
pMSP

Abbildung 20: Mechanismus der kovalent reversiblen Anbindung von Spiroverbindungen an Aspartate und Struktur der

untersuchten Modellverbindung pMSP (para-MercaptoSPiroacetal).

2.2.2  Monocyclische N,O-Acetale

Als ebenfalls energetisch gunstig fir eine kovalente Anbindung an Asp204 wurden mittels
QM/MM-Rechnungen (quantum mechanics/molecular mechanics von Engels et al.) N,O-
Acetale auf Mannosebasis gefunden. Theoretisch waren diese Strukturen zu einer reversiblen,
kovalenten Anbindung beféahigt, wobei die urspriingliche Struktur bei der Bindungskniipfung
verloren ginge. Somit waren sie potentielle einmalig kovalent reversible Inhibitoren (vgl.

Kapitel 2.2 Potentiell kovalent reversible bicyclische Acetale).

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit monocyclische N,O-Acetale als potentiell kovalent
reversible Inhibitoren untersucht, welche theoretisch bei geeigneter rdumlicher Néhe zum
Asp204, je nach Richtung der Bindungsspaltung (Vgl. Abbildung 21) reversibel oder

pseudoreversibel binden kdnnten.
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Abbildung 21: Postulierte Ringdffnungen von monocyclischen N,O-Acetalen durch Asp204. Im Falle einer Protonierung
entweder des Alkoholats (Weg A) oder des Amids (Weg B), ist keine Riickreaktion mehr, sondern nur noch die Hydrolyse der
Asp-Inhibitor-Bindung méglich. Die Riickreaktion von Weg B ist zudem sehr unwahrscheinlich, da das abgespaltene Amid

abdiffundieren und sich nicht mehr in raumlicher Nahe zum acetalischen Kohlenstoff befinden diirfte.

Bei einer Ringdffnung (Reaktionsweg A in Abbildung 21) ware der Wirkmechanismus als
kovalent reversibel aus Sicht des Inhibitors diskutabel, solange das entstandene Alkoholat nicht
protoniert wird. Die Rickreaktion fiir Weg B ist von vorneherein unwahrscheinlich, da sich das
abgespaltene Amid wohl durch Diffusion nicht mehr in rdumlicher Nédhe zum acetalischen
Kohlenstoff befinden durfte. Im Falle einer Protonierung wére die Riickreaktion ebenfalls nicht
mehr moglich. Fir diese Félle stiinde der bereits in Kapitel 1.4.2 (Abbildung 10) beschriebene
Abspaltungsmechanismus des Enzyms, wie er auch mit dem natlrlichen Substrat vollzogen
wirde, weiterhin offen. Dabei wirde der Zuckerrest wieder abgespalten werden, und der
Wirkmechanismus ware aus Sicht des Enzyms kovalent reversibel, der Inhibitor ware allerdings
modifiziert worden und kdnnte nicht erneut angegriffen werden. Daher wird dieser Weg als

pseudoreversibel aus Sicht des Inhibitors angesehen.

2.3 Nicht-kovalente Inhibitoren
2.3.1 Isofagomin

Als ebenfalls interessante, aber kommerziell nicht als Synthesebausteine verfligbare
Verbindungen, wurden Isofagomin und dessen 5-epi-Isomer (siehe Abbildung 22) untersucht.

Dabei sollte es, als bekannter potenter Inhibitor von p-Glucosidasen’®, zur Etablierung des
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entsprechenden  fluorometrischen  Assays sowie als Modellsubstanz  fiir  weitere
Derivatisierungen synthetisiert werden. Es waren Derivatisierungen insbesondere an den
Positionen Ra und Ry geplant (Abbildung 22).

A) B)
R
/, s ~Na
HO NH no” " NH HO™ NH —» HO N
B —_
HO i HO HO HOY'
OH OH OH SN
Ry
Isofagomin 5-epi-Isofagomin

Abbildung 22: A) Struktur von Isofagomin und 5-epi-lsofagomin, B) Derivatisierungsoptionen fir Isofagomin und dessen 5-
Epimer

2.3.2 Azamannose als Synthesebaustein

Als etwaige Vorlauferverbindungen fir potentielle kovalent reversible Inhibitoren mit
Stickstoff als Heteroatom im Zuckergerist (siehe Abbildung 23) sollte Azamannose

synthetisiert werden.

Abbildung 23: Azamannose als Vorlauferverbindung zu kovalent reversiblen Inhibitoren der GMII

2.4 Allosterische Inhibitoren

Neben potentiellen Inhibitoren flir das aktive Zentrum der GMII sollten, aufgrund der
Identifizierung einer potentiellen allosterischen Bindetasche in der GMII durch Lina Irsheid!?,
auch vier strukturell eng verwandte potentielle Inhibitoren fiir diese Tasche fur die
Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen synthetisiert werden (siehe Abbildung 24).
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o
/
H/\(\S
N e
NH,
R = -OAc AS7
-OH ASS8
-OMe ASY
-H  AS10

Abbildung 24: Vier strukturell eng verwandte, potentiell allosterische Inhibitoren der GMII zur Untersuchung von Struktur-

Wirkungsbeziehungen
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3 Ergebnisse

3.1 Dockingstudien und Synthesen

3.1.1 Potentiell kovalent reversible Acetale

3.1.1.1 Design von L039 durch De-Novo-Design und molekulares Docking

Ausgehend von der bicyclischen Acetal-Grundstruktur wurde eine optimierte Verbindung
entwickelt, indem das Grundgeriist an verschiedenen Stellen modifiziert und wiederholt
gedockt wurde, bis zunachst die von Engels et al. (JMU Wiirzburg, nicht verdffentlichte Daten)

zuvor bestimmten Randbedingungen erfillt waren. Diese lauteten:

e Bicyclisches Acetal mit Funf- oder Sechsringen
e Einer der internen Sauerstoffatome durch Schwefel oder Stickstoff ersetzt
e Zweifache Koordination des zentralen Zinkatoms im Enzym

e Mindestens eine der Zinkkoordinationen durch ein internes Heteroatom

Von dort an wurde das Molekil gezielt zur Ausbildung von Wechselwirkungen mit

umliegenden Aminosauren modifiziert, bis ein Molekil erhalten wurde, welches einen Hyde-

kcal
mol

Score von -35-L und einer LE von 0.35 besitzt (vgl. Swainsonin im Redocking:

AGrype = -32 % LE = 0.64) liegt. Dies entspricht geméal Gleichung 3 einem Kgvon 8 uM. Im

kcal _ - .
=~ einem Kg von 10 nM fiir

mol

Vergleich dazu entsprache nach Hopkins et al.'?? eine LE von 0.29

einen Inhibitor mit einem Molekulargewicht von 500 -Z (Gleichung 2).

AG
AG = RTInK; - K; = eRT

Gleichung 3: Zusammenhang zwischen AG und der Gleichgewichtskonstante Kg

3.1.1.1.1 Docking

Die Parameter fur das Docking zu dem Strukturdesign zu L039 wurden auf den in Tabelle 1
aufgeflihrten Standardeinstellungen belassen:
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Tabelle 1: Parameter fiir das Docking mit FlexX fiir das De-Novo-Design von L039

e Als Bindetasche fiir das Docking wurden alle Aminosédure-Reste innerhalb eines Radius
von 8 A um Swainsonin in der Kristallstruktur (pdb: THWW) definiert.

e Als Docking-Strategie wurde ein Hybrid-Ansatz gewdhlt, welcher Enthalpie und Entropie
berucksichtigt.

Das maximal erlaubte Uberlappungsvolumen betrug 2.9 A3,

Der interne Kollisionsfaktor (Clash-factor) wurde zu 0.6 definiert.

Die Koordination des zentralen Zinkions durch mindestens ein Heteroatom wurde als
essentielles Pharmakophor in Leadl T vorgeschrieben.

Die Aspartate wurden in deprotonierter Form definiert

Diese Parameter wurden durch Redocking des Referenzliganden aus der Kristallstruktur
verifiziert. Dabei wird ein RMSD-Wert von 0.6995 erreicht. Die tberlagerten Strukturen des

Referenzliganden sowie des gedockten Swainsonins sind in Abbildung 25 dargestellt.

Abbildung 25: Uberlagerte Strukturen von Swainsonin im Redocking (gelbe Struktur) sowie des Referenzliganden in der
Kristallstruktur der GM Il mit dem PDB-Code 1HWW. Das zentrale Zinkion ist in blau dargestellt.

3.1.1.1.2 Design von L039

Durch De-Novo-Desing und Docking konnte eine vielversprechende Struktur L039
vorgeschlagen werden, die allen, bis dahin postulierten Anforderungen, (vgl. Kapitel 3.1.1.1)
genigte.

Ausgehend von der minimalen bicyclischen Verbindung LO002 wurden sukzessive

Modifikationen eingebaut. Angefangen von verschiedenen RinggrofRen tber unterschiedliche
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Substitutionsmuster sowie verschiedenen Stereokonfigurationen wurde als beste Grundstruktur
zundchst L022 identifiziert. Ausgehend von der rdumlichen Ausrichtung dieser Struktur
wurden weitere Substituenten eingefuhrt, um umliegende Aminosauren zu adressieren. Einige
essenzielle Stationen des Designprozesses sind im folgenden Schema (Abbildung 26)

dargestellt und in Tabelle 2 ndher erlautert.
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Tyr727
Asp341 (I) Zn2*
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Abbildung 26: FlieRschema des Designprozesses zu L039. Dargestellt sind ausgewahlte Verbindungen aus dem
Strukturfindungsprozess, welche auch in Tabelle 2 beschrieben sind. Bis auf die Endverbindung sind nicht immer alle von

FlexX berechneten Wechselwirkungen dargestellt. Griine Haken zeigen eine Verbesserung des Dockingergebnisses, rote
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Kreuze eine Verschlechterung und Fragezeichen Indifferenz beziiglich der Erfiillung der notwendigen Parameter (vgl. Kapitel
3.1.1.1).

Tabelle 2: Ubersicht und Erlauterungen zu ausgewahlten Verbindungen im Designprozess von L039

Struktur Modifikation AGhype* Effekt LE**
<’;E°> Startpunkt -3 0.08
L002
Oa-O~_ " Einfilhrung-OH/F -6 + Adressierung von  0.12
@ Substituen Asp341
F
L0083
Oa S~ 0" Entfernung des Fluor- -8 + Adressierung von  0.19
@ Substituenten Asp472 und Zn
- WW
L021

Ringschwefel nur
noch mit Tyr727

0/, ~Sx 0" Einflihrung eines -24 + Zweifache 0.31
<\w Ethylphenylrestes Koordination des
Zn

+ Ringsauerstoff
adressiert Tyr727
+ m-Stacking des
L022 Phenylrings
— Entfernung
Acetal-C -
Asp204 zu groR

(5.5A)
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01, S~ .OH Austausch des Phenylrings -4
<\u- durch reine aliphatische
Kette
L024

e Einfiihrung von -OH am -22

o Funfring

e Einfiihrung eines
Polyalkohols am

Funfring

L028

Entfernung des -15
Endstéandigen OH-Gruppe

L029

+ Entfernung 0.06
Acetal-C -
Asp204 zu grol}
(3.2 A)
— Einfachkoordinati
on des Zn
— Falsche Geometrie
fur Asp204-
Angriff

Vollig falsche 0.24
raumliche Lage der

ersten

Dockingposen,
Koordination des Zn

durch externe OH-

Gruppen

Siehe L028 0.17
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~OH - Verlegung der +1

Polyalkoholgruppe an den
Sechsring

O Verlegung einer der OH- -33
Gruppen des
on  Polyalkoholrestes naher

zum Ring

~OH - FEinflihrung einer weiteren ~ -26

Hydroxylgruppe am
Funfring

L035

Siehe L028

Siehe L028

Siehe L028
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o, S\ O o Entfernung von einer -9 + Koordination des  0.12
S\O Hydroxidgruppe am Zn durch die dem
HO i\o Polyalkohol Ringschwefel
e Ersetzen der OH- benachbarten OH-
Gruppe an 1-Position Gruppe
" der Alkylkette durch + Korrekte
LO36 Carbonylfunktion Ausrichtung des
Acetalkohlen-
stoffs flr Angriff

— zu groRer Abstand
(5.5 A)
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o, S\ O o Modifizierung der OH-  -29 Die gesamte Struktur 0.35
5\“‘@"/% Gruppe am Funfring hin wird durch neue
HO o zZu einer WW der
Hydroxymethylen- Hydroxymethylen-
HO gruppe Gruppe verschoben.

e Einflhrung einer
L039 _ + Neue WW von 5-
weiteren OH-Gruppe
Ring OH zu

am Sechsring Arg8T6

+ Doppelte
Koordination des
Zn durch
Schwefel und
benachbarte OH-
Gruppe

+ Korrekte
rdumliche Lage
des acetalischen
Kohlenstoffs

+ Realistischer
Abstand zu
Asp204 (3.8 A)
fur nucleophilen
Angriff

*in % berechnet durch das HY DE-Assessment2 in FlexX

kcal
Mol+«Anzahl Schweratome

*%

Zugehdorige Dockingposen einer Auswahl von Verbindungen aus dem Designprozess sind in
Abbildung 27 gezeigt.
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Ausgehend von L002 (Funfring-Finfring-Acetal, vgl. Abbildung 26) wurden zu Beginn
verschiedene Substitutionsmuster mit Hydroxygruppen und Halogenatomen hinsichtlich ihrer
Dockingerbenisse evaluiert. Auch wurden die Ringgrofien variiert. Dabei stellte sich heraus,
dass Kombinationen aus Finf-und Sechsring die glnstigsten Positionen in der Bindetasche
einnahmen. Um eine Koordination des Zinkions mit einem Heteroatom zu erreichen, musste
dieser im Sechsring und nicht im Flnfring integriert sein. Wechselwirkungen von einem
Phenylstrukturelement in L022 zu Trp4l5 und dem Enzymrickgrat von Gly877 am
Eingangsbereich der Bindetasche fuhrten zu unglnstigen Entfernungen zum Asp204. Der
Versuch, diese durch eine langere Kohlenstoffkette als Spacer zu verringern, schlug fehl. Auch
die Adressierung des n-Systems von Tyr267 durch ein Proton einer endstandigen Methylgruppe
(um die bicyclische Struktur weiter in Richtung des Asp204 zu drangen), welches sich ebenfalls
am auRersten Rand der Bindetasche befindet, fihrte zu keiner diesbezuglichen Verbesserung.
Die Einfuihrung von Hydroxygruppen an der aliphatischen Kette fiihrte Uber mehrere
Optimierungsversuche immer zur Koordination des Zinks durch eine dieser externen
Sauerstoffatome, was zu einer vollig ungeeigneten Lage der Verbindungen in der Bindetasche
fiihrte (L028-L035), in der sich der elektrophile Kohlenstoff nicht mehr in der Néhe von
Asp204 befand und auch keine Koordination des Zinkions mehr auftrat. Erst die Einfuhrung
einer Cabonylfunktion in direkter Nachbarschaft zum Sechsring (L036) in der Kohlenstoffkette
fuhrte zu einer Umorientierung der Struktur, wodurch das zentrale Zink-Atom wieder in die

raumliche Nahe des ringinternen Schwefels kommt.
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L002 LO08

L021 L022

L028 LO36

Abbildung 27: Dockingposen ausgesuchter Verbindungen im Designprozess zu L039

Da der ringinterne Sauerstoff jedoch eine Wechselwirkung mit dem Proton der Hydroxygruppe

von Tyr727 eingeht, liegt der acetalische Kohlenstoff zu weit von Asp204 entfernt, um davon
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nucleophil angegriffen werden zu kénnen. Versuche, eine weitere Wechselwirkung mit einer
zweiten Hydroxygruppe am Finfring (L037) oder am Sechsring zu erzeugen, schlugen fehl
(L037, L038). Durch die Anderung der Stereokonfiguration des dem Schwefelatom
gegeniiberliegenden Kohlenstoffs von S zu R, sowie der Verlangerung durch Transformation
zur Hydroxymethylgruppe (welche dann formal wieder S-konfiguriert ist), konnte eine weitere
polare Wechselwirkung zum Peptidriickgrad von Arg876 erzeugt werden. Die endstandige
Hydroxygruppe wechselwirkt dann mit der Seitenkette von Asp340, welches ebenfalls am
duBeren Rand der Bindetasche lokalisiert ist. Somit fullt diese Struktur die Bindetasche fast
vollstandig aus und adressiert weitestgehend konstruktiv die umliegenden Aminoséurereste.
Das zentrale Zink ist zweifach koordiniert, davon einfach durch das ringinterne Schwefelatom
(vgl Abbildung 28). Die berechnete Affinitat liegt mit -29 % im Bereich der berechneten

Affinitat von Swainsonin im Redocking (-32 %). Das in Kapitel 3.1.1.1.1 (Design von L039

durch molekulares Docking\De-Novo-Design) beschriebene Pharmakophor zur Erzwingung
der Zink-Koordination ist dabei nicht mehr notwendig. Die erhaltene Dockingpose ist die

energetisch gunstigste.
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Abbildung 28: Berechnete Bindepose von L039 in der Bindetasche der GMII (pdb: IHWW), A) zur Veranschaulichung der
Wechselwirkungen und der rdumlichen Lage, B) zur Veranschaulichung der Raumfillung der Bindetasche. Dabei ist die

Oberflache der Bindetasche in blau, die von L039 in orange dargestelit.
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3.1.1.1.3 Synthese von L039

Nach der Identifizierung der Struktur L0O39 im strukturbasierten Docking wurde das Molekdl

retrosynthetisch zundchst in zwei Bausteine zerlegt (Abbildung 29).

0 HS.__ \OH 0,, _S~_ wOH
IIOJ,, \\\-O,,
- ‘OH - ‘OH
HO z HO =z
~0 ~=0
+ —

HO HO

A B

Abbildung 29: Retrsosynthetische Zerlegung von L039 in zwei Bausteine A und B

In der Literatur waren bicyclische Acetale mit Sauerstoff und Schwefel lediglich von Ergunes

und Talinli*?3 in einer simplen Kondensationsreaktion von Diolen an Dihydropyran beschrieben

(vgl. Abbildung 30).
Al B0
@ + Hsj PPTS S o 0O,
. (J?
SH

Abbildung 30: Beschriebene Kondensationsreaktion als Modellreaktion zur Kombination der Blécke A und B nach Talinli?®

Laut Literatur'?® soll sich dabei der Bicyclus AO bilden. In der vorliegenden Arbeit wurde
jedoch die offenkettige Verbindung BO als Produkt identifiziert.
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Abbildung 31: Geplante Syntheseroute von Baustein B sowie die Verkniipfung von Baustein A und B zu L039
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Die essentielle Kombination der beiden Bausteine A und B zur Bildung des Bicyclus war in der
Literatur kaum beschrieben. Deshalb wurde sie im Vorfeld untersucht. Da die entsprechenden
Edukte zun&chst jedoch nicht zur Verflgung standen, im Gegensatz zu den benétigten
Chemikalien flr die Synthese von Baustein A, wurde dessen Synthese nach dem in Abbildung
32 gezeigten Schema bis zur Stufe A4 nach Pelter und Ward!?* vorgezogen. A4 konnte in
19%iger Aubeute Uber funf Stufen dargestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt waren die Edukte

fiir die Untersuchung der Mdéglichkeiten fir die Bildung des Bicyclus verfiigbar.

SH 1. NaOMe/
DMF cl NEt
- 8 . X _ SO,Ph
cl )\/802% a”
cl
2.
)\/a H,0, 63 % 92 %
Cl ) Al A2

DO HO
S 01/\
HO— 0 LHDMS

. .
NaH/THF THF —
PhO,S
27 56 % PhO>S™ 5¢ 0,
A3 A4

ot 5% Na/Hg Prot
TBDPS-Cl oder 0 NaH,PO, o’
MMTr-Cl o MeOH/THF

.
o —— 0
PhO,S —
Baustein A

Abbildung 32: Syntheseroute zum Baustein A von L039 (rot, vgl. Abbildung 31)

Um die Realisierbarkeit der Verknlpfung der Bausteine A und B in Abbildung 29 zu
untersuchen, wurde diese Reaktion zundchst am stark vereinfachten Testsystem aus 3,4-
Dihydro-2H-pyran und 2-Mercaptoethanol mit PPTS versucht. Diese Synthese war als einzige
zur Bildung von bicyclischen S,0-Acetalen in der Literatur beschrieben'?, Anstelle der
gewunschten und in der Literatur beschriebenen Verbindung AO konnte allerdings
ausschlieBlich die offenkettige Verbindung BO (Abbildung 30) gebildet werden. Dies zeigt sich

in folgenden Analyseergebnissen:

1. Das'H-NMR zeigt 14 Protonen fiir BO anstelle von 12 fiir A0
2. Die chemische Verschiebung des acetalischen Kohlenstoffs ist mit 6 = 97.6 ppm zu

hoch fir ein O,S-Acetal (ca. 80-85 ppm), und entspricht der eines O,0-Acetals
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3. Das DEPT135-13C-Spektrum zeigt einen tertidren Kohlenstoff (den acetalischen) sowie

sechs sekundéare Kohlenstoffe fur die tbrigen CH2-Gruppen, was die Anzahl der

gefundenen Protonen (1xSH + 1xCH + 6xCH> = 14 Protonen) bestatigt

Ein Vergleich des gemessenen DEPT135-13C-Spektrums mit berechneten Spektren sowohl fiir

A0, BO als auch das zu B0 analoge S,0-Acetal ist in Abbildung 33 gezeigt.

Da die gefundenen NMR-Daten deckungsgleich mit den in der Literatur beschriebenen sind,

handelt es sich

in der Literatur offensichtlich um einen Fehler.

Dort wurde auf

Korrelationsspektren verzichtet, welche belegen, dass es sich bei der gebildeten Spezies nur um

die gezeigte Verbindung B0 handeln kann.

Predicted 13C NMR Spectrum
4

A0

I/?\/§\
8
5 N /
N, o
s
Predicted |13C NMR Spectrum
3

Bo0-analoges S,0-Acetal

NN,
I | I
N7 vl

10
Predicted 13C NMR Spectrum
2 2

. |

NN,
I I [
N7 e

10
201405-035.2.fid
CHB50F2+3 1

gemessenes Spektrum

T T T T T
115 110 105 100

70 65
f1 (ppm)

Abbildung 33: Vergleich von berechneten 3C-Spektren (4, in lila): der Verbindung A0, (3, in tirkis): dem zu BO analogen S,0-

Acetal, (2, in griin) der Verbindung BO sowie dem gemessenen Spektrum (1, in rot). Die Berechnung der Spektren erfolgte

durch den Mnova Best-Algorithmus fiir eine Frequenz von 75 MHz, wie er in MestReNova 12.0.4 implementiert ist.
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Als alternativer Weg wurde deshalb versucht, Mercaptoacetaldehyd an ein 1,2-dihalogeniertes
Pyran anzubringen, um im Anschluss Gber eine Barbier-Reaktion'?, bei der es sich um eine

intramolekulare Grignard-Reaktion handelt, den Ring zu schlieRen (Abbildung 34).

|O S OH
) H NaSH /[ j/
& HO S
0 o) B {' 0 0 s/\7O 0
T / W S
O Br, U N . M
| — 2 —— —_—
"/Br "/Br M =Mg, Zn
DBP
(@) \Br

L

Abbildung 34: Alternative Ringschlussreaktion im Sinne einer Barbier-Reaktion!?

Die Bromierung von 3,4-Dihydro-2H-pyran mit elementarem Brom zur racemischen Mischung
der beiden trans-lsomere!?®® (DBP) war erfolgreich. Eine direkte Umsetzung mit 2-
Mercaptoacedaldehyd, welches aus Chloracetaldehyd und Natriumhydrogensulfid gewonnen
wurde'?’, konnte nicht erreicht werden, was auf eine ungiinstige Gleichgewichtslage der
Dimerisierung des Mercaptoacedaldehyds zuriickzufuhren ist. Deshalb wurde der Umweg Uber
die analoge, acetalgeschiitzte Komponente versucht. Hierzu musste zundchst ein 2,2-
Dialkoxyethanthiol synthetisiert werden. Als prinzipiell herstellbar erwies sich diese
Verbindung (Abbildung 35) durch die Umsetzung von 2-Bromo-1,1-diethoxyethan mit
Natriumhydrogensulfid. Da diese Komponente jedoch schon bei der Herstellung zum Disulfid
dimerisierte, das Produkt nicht abgetrennt werden konnte und diese Dimere nicht unter den
notwendigen Bedingungen fur eine Kopplung an das Dibrompyran gespalten werden konnten,
wurde diese Syntheseroute verworfen. Hiernach wurde versucht, die Kopplung Uber das
entsprechende Xanthogenat AMA durch in situ Entschiitzung mit Ethylendiamin'?® zu

bewerkstelligen, was allerdings ebenfalls fehlschlug (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Versuche der Darstellung des Precursors fiir die Barbier-Reaktion

In allen Versuchen der direkten Umsetzung von Rohprodukt mit Dibrompyran konnte kein

Kupplungsprodukt gebildet werden.

AbschlieBend wurde versucht, ein einfaches bicyclisches Gerlst mit a-Mannosekonfiguration
(C4 vgl. Abbildung 36) zu synthetisieren.

Hierzu wurde zunéchst peracetylierte Mannose in 1-Position bromiert und dann mit
Thioharnstoff zum entsprechenden Thiopseudourea-Hydrobromid umgesetzt, aus welchem
durch Reduktion mit Kaliumpyrosulfit das 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranosid
gebildet wurde (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Syntheseroute zur S, O-acetalischen, bicyclischen Verbindung C4

Der Drehwert der peracetylierten, a-konfigurierten Vorstufe C3 sollte laut Wang et al.*?® fiir
das analoge Bromderivat +65° (c = 1, CHCIs) betragen. Gefunden wurden +84° (¢ = 1, CHCl3),
was erfahrungsgemal fur die angenommene a-Konfiguration spricht. Der Vergleich des
Drehwerts von a- und - Anomeren zeigt durchweg Inversion des Drehsinns (wohlgemerkt
nicht des Absolutwerts (vgl. Tabelle 3)). Das entsprechende Chlorid ist nicht literaturbekannt.
Die Kopplungskonstante des Protons an C1 im *H-NMR-Spektrum zum Proton an C2 von 1.5
Hz unterstitzt diese Annahme. Nach der Karplus-Beziehung!®? ist fiir vicinale Kopplungen mit
dieser Starke ein Dihedralwinkel von 60° - 75° bzw. 100° - 115° notwendig. Die MMFF94131-
energieminimierte Struktur hat einen dihedralen Winkel zwischen H1 und H2 von 71° und ist

somit in guter Ubereinstimmung mit den Messergebnissen.
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Tabelle 3: Vergleich der Drehwerte von verschiedenen a- und - Anomeren von Bott und
Harworth!3?

[alp [alp
Verbindung Losemittel
a-Anomer S-Anomer
Tetraacetyl-
) +49° -46.8° Chloroform
methylmannopyranosid
+43° -80° Wasser
Tetramethyl- +57° -87° Chloroform
methylmannopyranosid +75.5° .82 5° Ethanol
+77° -72° Benzen
Methylmannopyranosid +79° -66° Wasser

Demnach waére der Ringschluss nach der vielfach erprobten Methode von Helferich und
Wernert3313% durch Verseifung der Chloridfunktion und anschlieRender nucleophiler
Substitution sterisch gunstig und von der rédumlichen Lage her mdoglich. Vor der
Ringschlussreaktion wurden zunéchst alle Acetylschutzgruppen mit Natriummethanolat
abgespalten. Der anschliefende Ringschluss im Sinne einer intramolekularen Williamson-
Ethersynthese durch Kochen mit verdunnter Natronlauge konnte jedoch nicht realisiert werden.
Das Produkt wurde (laut LC/MS) nicht einmal in Spuren gebildet. Der Einfluss der Grof3e von
Schwefel gegeniiber Sauerstoff kdnnte allerdings dazu fiihren, dass die Sechsringbildung
gehemmt ist, wie in Abbildung 37 dargestellt. Der Atomradius des Schwefels flihrt zu einer
Ringgeometrie, die mit der eines Siebenrings vergleichbar ist. Gegebenenfalls kdnnte die
Verkirzung der Ethylenbriicke zu einer Methylenbriicke hier Abhilfe schaffen.
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Abbildung 37: Vergleich der theoretischen Ringformen fiir das O, S-Acetal mit zwei Sechsringen (links) und der

Kombination Sechsring/Finfring (rechts)

Nach mehrfachen erfolglosen Versuchen den Ring zu schlieBen und das gewiinschte
bicyclische Acetal zu erhalten, wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt, so dass die

Syntheseversuche zu Verbindung L039 abgebrochen wurden.

3.1.1.2 Docking des Spiroacetals

Die Modellverbindung pMSP wurde mit folgenden Parametern in FlexX in das aktive Zentrum
der dGM in IHWW gedockt:

¢ Als Bindetasche fir das Docking wurden alle Aminosaure-Reste innerhalb eines Radius von
8 A um Swainsonin in der Kristallstruktur definiert.

o Als Docking Strategie wurde ein Hybrid-Ansatz gewahlt, welcher Enthalpie und Entropie
berticksichtigt.

e Das maximal erlaubte Uberlappungsvolumen betragt 2.9 A3,

¢ Der interne Kollisionsfaktor (Clash-factor) wurde zu 0.6 definiert.

Diese Parameter wurden bereits fiir das strukturbasierte Docking zu dem Design von L039 im
Redocking genutzt (siehe Kapitel 3.1.1.1.1: Strukturbasiertes Docking)

Das Docking des exemplarisch untersuchten Spiroacetals pMSP legt mit einem Score
von -6.4 kJ/mol und der durch das HYDE-Assessment errechneten AG von -1 kJ/mol keine
hohe Affinitdt zum Rezeptor nahe. Die Einzelbeitrdge zur Gesamtenergie durch das HYDE-
Assessment verdeutlichen dies. Der Verbindung fehlen geeignete Substituenten zur

Kompensation der hohen Desolvatationsenergien, insbesondere der acetalischen
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Sauerstoffatome. Die Gbrigen Kohlenstoffatome ergeben in der Summe aus Desolvatations- und
Interaktionsenergie schwache bis leicht positive Energiebeitrége, bis auf einen dem Schwefel
benachbarten Kohlenstoff, welcher insbesondere eine unginstige Desolvatation des Rezeptors
bewirkt. Die einzige berechnete Interaktion besteht in der Koordination des Zinkions durch das
Schwefelatom. Die einzelnen Gesamtbeitrage zur Affinitat sind in Abbildung 38 dargestellt.
Der acetalische Kohlenstoff befindet sich jedoch fiir einen nucleophilen Angriff in passender
raumlicher N&he zu Asp204 (vgl. Abbildung 38).
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Abbildung 38: A) Berechnete Wechselwirkungen von pMSP in der aktiven Tasche der dGMII in der Kristallstruktur
1HWW; B) Beitrdge der einzelnen Atome zur Gesamtenergie, berechnet durch das HYDE-Assessment in LeadlT. Dabei
spiegeln griine Bereiche giinstige Wechselwirkungen und rote Bereiche unglinstige Wechselwirkungen wieder. C)

Dockingpose der Verbindung pMSP im aktiven Zentrum der GM Il mit angegebenem Abstand des acetalischen Kohlenstoffs
zum Asp204.

Im Docking von pMSP wurden kaum relevante Wechselwirkungen aufler der Zink-
Koordination durch Schwefel berechnet. Der L-Score'® betragt -6.4 kJ/mol, das HYDE
Assessment errechnet ein AG von -1 kJ/mol. Der acetalische Kohlenstoff befindet sich jedoch
in passender rdumlicher Ndhe zu Asp204 fir einen nucleophilen Angriff. Das Zinkion der

Bindetasche wird durch den ringinternen Schwefel koordiniert (vgl. Abbildung 39).
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pMSP

Abbildung 39: Dockingpose der Verbindung pMSP im aktiven Zentrum der GM 11 mit angegebenem Abstand des acetalischen
Kohlenstoffs zum Asp204.

3.1.1.2.1 Synthese des Spiroacetals pMSP

Die Synthese des Spiroacetals pMSP war durch die Kondesation von p-Mercaptocyclohexanon

mit Ethylenglycol laut Abbildung 40 geplant und konnte in 67%iger Ausbeute durchgefihrt
werden.

o [\
O O
OH pTOS
+ HO /\/ —P_Hz 13} fﬁ
S S
67 %
pMSP

Abbildung 40: Syntheseroute zu pMSP

3.1.1.3 Monocyclische N,O-Acetale

3.1.1.3.1 Dockingstudien mit monocyclischen N,O-Acetalen

Zur ldentifizierung affiner Verbindungen wurde zunédchst im Rahmen der Bachelorarbeit von
Daniel Jonas™®, unter Anleitung von Dr. Christian Kersten, eine Dockingstudie mit
monocyclischen N,O-Acetalen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studie wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit detailliert analysiert. Bei der Dockingstudie sollten sowohl der Einfluss
der Stereokonfiguration am anomeren Zentrum als auch die Anwesenheit der Hydroxy-Gruppe
an C2 auf die Affinitat zur GMII untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde eine virtuelle
Bibliothek aus vier Serien von Aminalethern mit jeweils 96 im Arbeitskreis verfiigbharen
Aminen erstellt, welche in folgender Ubersicht (Abbildung 41) dargestellt sind.
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Abbildung 41: Verbindungsserien der N,O-Acetale fir die Docking Studie

Demnach wurden 4 x 94 = 376 Verbindungen (siehe Kapitel 7.2 im Anhang) generiert und in
einer Dockingstudie verglichen. Zur Evaluierung der Wechselwirkungen zwischen Enzym
und Acetal vor und nach einer kovalenten Anbindung an Asp204 wurden alle Verbindungen

sowohl nicht-kovalent als auch kovalent gedockt.

3.1.1.3.1.1 Programme und Parameter

Samtliche Strukturen wurden zur Geometriefindung durch MOE (Version 2015.1001) mit dem
Kraftfeld MMFF94x!31138 energieminimiert. Fir das Docking wurde mit den beiden
Programmen MOE (Version 2015.1001) sowie LeadlT (Version 2.1.6) und dessen FlexX-
Scoring-Funktion (L-Score) gearbeitet. Zudem wurden mit dem HYDE-Algorithmus'*? die
energetischen Beitrdge der einzelnen Atome fir ausgewahlte Verbindungen berechnet. Als
Kristallstruktur wurde die GMII aus Drosophila melanogaster im Komplex mit Swainsonin
(PDB code 1HWW?®3) gewdhlt. Zur Optimierung und Validierung der Parameter wurde
zunachst Swainsonin in das katalytische Zentrum gedockt. Die (im Vergleich zum Redocking
von Swainsonin in Kapitel 3.1.1.1.1) angepassten Parameter sind in Tabelle 4

zusammengefasst.
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Tabelle 4: Optimierte Parameter fiir Dockingstudien der N,O-Acetale

Parameter fir LeadlT

e Aufgrund des physiologischen pH-Werts und von Nachbargruppeneffekten wurden alle
Aspartat-Reste im aktiven Zentrum Uber das Protoss-Modul von LeadIT deprotoniert

e Das zentrale Zink-lon ist oktaedrisch koordiniert (gemafR Abbildung 42).

Abbildung 42: Oktaedrische Koordination des Zn?* in der GM- Bindetasche im Komplex mit Swainsonin

¢ Als Bindetasche fiir das Docking wurden alle Aminoséure-Reste innerhalb eines Radius
von 8 A um Swainsonin in der Kristallstruktur definiert.

o Alle Wassermolekiile innerhalb der Bindetasche wurden entfernt, da keines mehr als zwei
Wechselwirkungen mit dem Enzym ausubt.

o Als Docking-Strategie wurde ein Hybrid-Ansatz gewéhlt, welcher Enthalpie und Entropie
berticksichtigt.

e Das maximal erlaubte Uberlappungsvolumen wurde von voreingestellten 2.9 A® auf
5.8 A3 erhoht, um die relativ kleinen Bindetasche der GM 15 optimal zu besetzten.
Weiterhin konnten dadurch die Ergebnisse des Redockings zu RMSD-Werten unter 2 A
verbessert werden.

¢ Der interne Kollisionsfaktor (Clash-factor) wurde zu 0.6 definiert
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Parameter fir MOE

e Als Methode fur die Platzierung: Triangle Matcher
e Als Methode fur das Refinement: Rigid Receptor (use Reaction Field; Use GB/VI)
e Scoring-Funktion GBVI/WSA dG

3.1.1.3.1.2 Kovalentes Docking in MOE

Zur Abschatzung der Wechselwirkungen der monocyclischen N,O-Acetale nach einer
hypothetischen Reaktion mit Asp204 im Falle von kovalenter Inhibition und der damit
eingenommen Position im aktiven Zentrum wurden alle Strukturen ebenfalls kovalent gedockt
(Docktite workflow%). Insbesondere wurden die Dockingposen vor und nach der erzwungenen
Reaktion miteinander verglichen. Dazu wurde die Reaktion zwischen Asp204 und dem

anomeren Kohlenstoff des Zuckergertstes gemal Abbildung 43 erzwungen.

Abbildung 43: Schematischer Reaktionsbefehl furr das kovalente Docking der monocyclischen N,O-Acetale in MOE. Dabei
sind die individuellen Reste der Zuckerstruktur (blau) nicht gezeigt. Das Acetat-lon (rot) stellt das Asp204 dar. Das Proton
(griin) wird bendtigt, um der VVorgabe Rechnung zu tragen, dass Sauerstoff 6 nach der Reaktion direkt protoniert vorliegen

soll.

In Anbetracht des pH-Werts von 5.75, welcher im Assay eingestellt ist und auch dem des Golgi-
Apparates entspricht, wird der Aspartatrest als deprotoniert, das durch die Ringdffnung
entstehende Alkoholat jedoch als direkt durch die Losemittelumgebung protoniert

angenommen.

3.1.1.3.1.3 Redocking von Swainsonin

Mit den in 3.1.1.3.1.1 (Programme und Parameter) beschriebenen Parametern wurde
Swainsonin gedockt und mit der Position in der Kristallstruktur verglichen. Dabei wurde in

LeadIT ein RMSD-Werte von 0.5868, ein Score (L-Score) von -30.196 - und ein HYDE-

Score (Hy-Score) von -32 % berechnet, was den ICsp von Swainsonin im unteren nanomolaren
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Bereich sehr gut wiederspiegelt (Literaturwerte des ICso fur Swainsonin mit der dGMII liegen
bei 40 nM*> bzw. 12-20 nM*>*). In MOE wurde ein nicht-kovalenter Score von -35.664 L und

ein RMSD-Wert von 0.4205 A erhalten.

3.1.1.3.1.4 Vergleich der Dockingstudien mit monocyclischen N,O-Acetale

Als potentielle kovalent reversible Inhibitoren wurden monocyclische N,O-Acetale (vgl.
Kapitel 3.1.1.3.1.4) untersucht. Durch konventionelles Docking und kovalentes Docking
konnte deren generelle Eignung als Inhibitoren der GMII bestétigt werden. Zudem ergab ein
Vergleich der Verbindungen mit gleichem Rest R aber unterschiedlicher Konfiguration am
anomeren Kohlenstoffatom sowie mit Mannose oder 2-Deoxyglucose, dass die 2-
Deoxyglucosederivate oftmals zu héheren berechneten Affinitaten fuhrten. Die Konfiguration
an C1 hingegen lasst keinen signifikanten Trend erkennen (siehe Abbildung 44).

-20
-25 A33 B33 B87 D26 A87 B17 C17 D33 B70 B26 C70 C78 A64 A78 A62 D79 B79 D87 C54
C36
SWA-S A47
-30 | @~ SWAHYDE Cc49 A48 C79 BA6 B16
B8 Al6 D46 A45
=35 SW/:M B27
s cs59 513 B3 B2 D72B54 C57D69B91 B57 D3 D94 C18 B0 A? .
e 40 B69 C45 C69 D91 e 6 6 o o
= C3 D30C12
= C62 ® o o ) C18D32D23C23C80
(O]
g -45 €55 Ce8 Co7 @ HYDE-Scores (Lead|T)
%) e o 02 Scores (LeadIT)
-50 o e C22C52 Scores MOE (nK)
Scores MOE (K)
o o 53
55 C20 ® SWA-Score (LeadIT)
€26 C37 ® SWA-Hy-Score (LeadIT)
60 L J ® SWA-Score MOE (nK)
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Abbildung 44: Auftragung der jeweils 20 besten Scores der monocyclischen N,O-Acetale (LeadlT: (L-Scores) und HYDE-
Scores, MOE: kovalent = M-K-Scores; nicht-kovalent = M-nK-Scores sowie die Scores von Swainsonin (SWA) in MOE und
LeadIT. Die Strukturen sind im Anhang in Kapitel 7.2 aufgefiihrt.

Der negative Einfluss der Hydroxygruppe an C2 lasst sich aus den HYDE-Assessments und
den Dockingposen erkléaren. Diese stark hydrophile Gruppe ist vorwiegend zwischen Tyr727
und Trp95 positioniert. Diese beiden Aminosaurereste konnen keine Wechselwirkungen zu der

Hydroxylgruppe aufbauen, die die negative Desolvatationsenergie aufwiegen wirde. Nach
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Sichtung und Vergleich der Dockingposen fir als affin berechnete Verbindungen im kovalenten

und nicht-kovalenten Docking wurden hinsichtlich der Ahnlichkeit der Positionen mehrere

Verbindungen ausgewéhlt, die als potentielle kovalent reversible Inhibitoren fungieren

kdnnten.

Das nicht-kovalente Docking in MOE lieferte durchweg unplausible Scoring-Ergebnisse als

Wertekontinuum von -20.75 bis -28.93 % was aufgrund fehlender Dsikskiminierung der

Molekdle kein aussagekraftiges Ranking darstellt und deshalb nicht weiter betrachtet wird.

20

10

-10

kJ/mol

-20

-30

-40

MOE nicht-kovalenter Score

Scoring-Werte des nicht-kovalenten
Dockings. Die Werte flr die 376
Verbindungen unterscheiden sich
untereinander kaum, was auf einen
systematischen  Fehler in  der
Berechnungsgrundlage  hindeutet.
Die Ergebnisse dieser Dockingstudie
wurden deshalb vernachl&ssigt.
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Die Scoring-Werte des kovalenten
MOE Kovalent Score ) _
Dockings decken einen sehr groRRen

Wertebereich ab. Ubersichtshalber

20
10
0 sind in dem Diagramm Werte Uber
-10

kJ/mol

+20.93 ~<L nicht dargestellt. Das
20 mol

30 Spektrum zeigt jedoch deutlich, dass
-40 eine klare Diskriminierung von
denkbaren Verbindungen flr eine
kovalente Anbindung gegeniber
solchen, mit quasi undenkbaren

Wechselwirkungen vorliegt.

Scores- FlexX Die FlexX-Scoringwerte  zeigen

. ebenfalls eine glaubwirdige

10 Diskriminierung von geeigneten

0 Inhibitoren gegentiber solchen mit

-10 ungunstigen Wechselwirkungen.
-20

kJ/mol

-30

-40

Die anderen Dockingreihen zeigen in sich schlussige Ergebnisse. Im Vergleich der Rankings
untereinander sind jedoch keine allgemeinen Trends erkennbar. Da die HY DE-Scoringfunktion
zusétzlich zu den Wechselwirkungen zwischen Liganden und Rezeptor die Desolvatation
mitberucksichtigt, wird diese in der relativ polaren Bindetasche der GMII als sehr
aussagekraftig angesehen. Deshalb wurde der HYDE-Score der 20 potentesten Verbindungen
detaillierter betrachtet und mit den jeweiligen Derivaten (R, S Mannose < 2-Deoxyglucose)
verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Derivate der C- und D-Reihe (mit 2-Deoxyglucose als
Grundgerust, siehe Abbildung 41) energetisch bevorzugt erscheinen. Bei dem Vergleich der
Posen derjenigen Verbindungen, deren rdumliche Lage potentiell einen Angriff von Asp204
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ermoglichen, liegt C2 vorwiegend zwischen Tyr727 und Trp95. Dabei werden die positiven
Desolvatationsenergien der entsprechenden OH-Gruppe und des Rezeptors nicht durch
entsprechende Wechselwirkungen kompensiert. Im Falle der 2-Deoxy-Verbindungen stehen
dem jeweils negative Desolvatationsenergien fiir C2 gegenuiber. Zwar werden hier keine
Wechselwirkungen ausgebildet, was aber dementsprechend nicht nétig ist, um fur diese
Strukturposition insgesamt ein negatives AG zu erhalten. Dieser Sachverhalt ist exemplarisch
durch die Gegenuberstellung der HYDE-Score Beitrage von B66 und D66 in Abbildung 45
dargestellt.

AGyypg = +7 kJ/mol

Beitrige in kJ/mol

Ligand Rezeptor
HO D|I1|D]| 1
0 10.9[-7.4] 58] -1.5
HO1

NH
s
N

HO

D66

AGyypg = - 26 ki/mol

Beitrdge in kJ/mol
Ligand | Rezeptor

D 1| D I
-1.81 0 [-1.2] 0

Tyr727

Abbildung 45: Darstellung der Beitrdge zum HYDE-Score der einzelnen Atome in der Bindetasche der GMII. Dabei sind
winschenswerte Beitrdge mit negativem AG in griin, positive Beitrdge in rot dargestellt. Die Beitrdge des jeweils markierten
Bereichs sind zusatzlich jeweils aus Sicht des Liganden und des Rezeptors hinsichtlich Desolvatation (D) und Interaktionen (1)
aufgefiihrt. Die einzelnen energetischen Beitrége sind teilweise auRerhalb der Skala, welche der Ubersicht halber von -3 bis +3

gewahlt wurde.

In der Uberlagerung der Verbindungen B22 und B66 im Vergleich mit den entsprechenden 2-
Deoxy-Verbindungen D22 und D66 in der Bindetasche der GMII in Abbildung 46 wird
deutlich, dass die freien Elektronenpaare der Hydroxygruppen (gelbe Markierungen in
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Abbildung 46) ungunstig auf Bereiche mit hohem elektrostatischen Potenzial des Rezeptors
treffen. Dementsprechend ist eine Desolvatisierung dieses Bereichs gleichsam ungiinstig wie
die Desolvatisierung der Hydroxygruppe. Im Falle einer Methylengruppe ergeben sich an dieser

Stelle jeweils gunstige negative Desolvatationsenergien

Abbildung 46: Darstellung der prinzipiellen Unterschiede in den Wechselwirkungen von Mannose-N,O-acetalen und 2-Deoxy-
N,O-acetalen in der Bindetasche der GMII (1HWW). Die Gitteroberfliche der aktiven Tasche ist farblich nach
elektrostatischem Potenzial eingeférbt. Dabei kennzeichnen rote Bereiche hohe elektrostatische Potenziale. Die Bereiche von

Interesse fiir diese Betrachtung sind in gelb markiert.
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3.1.1.3.1.5 Auswahl der vielversprechendsten N,O-Acetale

Die Auswahl der vielversprechendsten Verbindungen erfolgte einerseits nach Kriterien fur die
errechneten Bindungsenergien aller drei in Betracht gezogenen Scoringfunktionen (L-Score,
MOE-Kovalent-Score (M-K-Score) und HYDE-Score), andererseits auch nach Ahnlichkeit der
nicht-kovalenten rédumlichen Anordnung verglichen mit der kovalent erzwungenen. Als
Kriterien bezogen auf die Scoringfunktionen wurden als Voraussetzungen folgende

Energiewerte festgelegt:
L-Score < -20 =L ; M-K-Score < -15 L ; Hy-Score < -10 s
mol mol mol

Dies schrénkte die Anzahl der potentiellen Verbindungen auf 12 ein. In Bezug auf die
Orientierung in der Bindetasche wurde auf eine maglichst &hnliche Positionierung, verglichen
mit Swainsonin, geachtet, um weiterhin essenzielle Interaktionen mit Zn?* beizubehalten.
Zusétzlich muss sich das anomere Kohlenstoffzentrum im nicht-kovalenten Docking mit FlexX
in geeigneter raumlicher Ndhe und Geometrie zu Asp204 befinden, um einen kovalenten
Angriff zu ermdglichen. Als optimal wurde ein Abstand von kleiner oder gleich 4.2 A
angesehen. Nach diesen Kriterien wurden folgende vier Molekiile als die vielversprechendsten
Verbindungen (Tabelle 5) identifiziert:
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Tabelle 5: Selektion der vier Substanzen als potentielle Inhibitoren der GMII

HYDE-
L-Score
Score
Name
k] kJ
mol mol
HAdJG-
-24,473 -53
C37
HAdJG-
-22,296 -46
D22
HAdJG-
-26,082 -26
D66
HAdJG-
C45 36219 17

M-K-

Score

kj
mol

-28,261

-29,236

-34,504

-28,589

Distanz zu
Asp204

(A)

4,2

4,2

4,1

4,2

Molekulstruktur

o. N 0
HO o ~
HOV"
OH 0
H
0. LN
h \©\/\
HOV" OH
OH
H
(0] N S
\
HO"" N F
OH
F
H
o_ N
. N
HO' = NO,
OH
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3.1.1.3.2 Synthese der monocyclischen N,O-Acetale

Die Synthese der monocyclischen N,O-Acetale war in einstufigen Synthesen geméald Abbildung

47 geplant.

HO HO R
HO' R Ho™ R

OH OH

R=-OH — HAM
-H — HAdJG

Abbildung 47: Syntheseroute fiir die monocyclischen N,O-Acetale der Reihen HAM und HAdG

Die Synthese der N,O-Acetale in Anlehnung an Wang et al.**® verlief unkompliziert durch
Kondensation der entsprechenden Zuckerkomponente mit den entsprechenden Aminen in
Ethanol bzw. Isopropanol und Wasser in Anwesenheit von Essigsaure. Die entstandenen
Verbindungen konnten entweder direkt aus der Reaktionsldsung abgetrennt und gewaschen,
oder nach Umkristallisation in grofRer Reinheit (auch anomerenrein) erhalten werden (siehe
Kapitel 3.1.1.3.2). Auf diesem Weg wurden die folgenden, in Tabelle 6 und Tabelle 7
aufgefuhrten 25 Verbindungen synthetisiert. Die Ausbeuten variierten zwischen 15 % und 98 %

(groRtenteils im Bereich von 45-65 %).
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Auf Mannosebasis (HAM):

Tabelle 6: Ubersicht der synthetisierten monocyclischen N,O-Acetale auf Mannose-Basis

T
HAM-B1

HO O

HAM-B2

ZT

O =
HO R

HO"" OH

OH
3 0
An der mit *

markierten Stelle trat
in Losung teilweise

Anomerisierung ein

HAM-B6

OH

HAM-B7

o

HAM-B8

N

o8
HAM-B9

:f‘@
SN

(¢}

HAM-B11

HAM-B16

}Aj

HAM-B18

OH

¥
HAM-B21

LGN

HAM-B22

¥
HAM-B24

L

HAM-B95

T

HAM-B96
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Auf 2-Deoxyglucosebasis (HAJG)

Tabelle 7: Ubersicht der synthetisierten monocyclischen N,O-Acetale auf 2-Deoxyglucose-Basis

R=
.
# ¥ :f
O O T
HAdJG-B1 HAJG-B7 HAJGM-B22

¥

O = E\ T:(é :ﬁj o
HO R
HOY
o HAdG -B2 HAdG -B8 HAJGM-B24
an der mit *
markrieten Stelle trat OH }95
in Losung teilweise \©/go OH f;@\)ﬁ\
Anomerisierung ein. 0 OoH
HAdJG-B3 HAdJG-B18 HAdJGM-B96
NN
HAdJG-B6

Da die Konfiguration am anomeren Zentrum zundchst nicht zweifelsfrei feststand, wurden an
allen Verbindungen NMR-NOE-Messungen'1%? durchgefiinrt. Der NOE-Effekt sollte
zwischen H1 und H5 nur bei Verbindungen in g-Konfiguration zu beobachten sein (vgl.
Abbildung 48: Veranschaulichung des NOE-Effekts in den monocyclischen N,O-Acetalen zur

Bestimmung der Konfiguration an C1).
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R2=0H — B-Verbindungen
R2=H — D-Verbindungen R2=H — C-Verbindungen

R2=0H — A-Verbindungen

p-Form a-Form

Abbildung 48: Veranschaulichung des NOE-Effekts in den monocyclischen N,O-Acetalen zur Bestimmung der
Konfiguration an C1. Die Ubertragung des magnetischen Moments von dem Wasserstoff an C1 auf den Wasserstoff an C5 ist

aus geometrischen Griinden nur in -konfigurierten Verbindungen maglich.

Alle Verbindungen, die dieses Kreuzsignal zeigten, wurden demnach als pg-konfiguriert
angesehen. Parallel dazu wurden Kristallstrukturen von HAM-B1 und HAM-B9 in der
Arbeitsgruppe Grabowsky der Universitdt Bremen aus ebenfalls dort durchgefihrten
Rontgendriffraktionsmessung berechnet, welche diesen Befund bestatigten (vgl. Abbildung
49).
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HAM-B1

HO

HOM OH
OH

HAM-B9

HO

HO" OH

OH

Abbildung 49: XRD-Kristallstrukturen der Verbindungen HAM-B1 und HAM-B9 inklusive Wasserstoffe nach Hirshfeld Atom
Refinements (HAR)% mit einer Auflésung von 0.64/0.65 A sowie R-Werten nach HAR von 3.07/2.82 %. Die

Elektronrestdichten betragen in beiden Strukturen unter +0.3 e/A3.

Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome in den “*C-NMR-
Spektren verdeutlicht zudem die Ahnlichkeit aller Kohlenstoffe in den Verbindungen und
legitimiert die Zuordnung (vgl. Tabelle 8). Da einige Verbindungen in Lésung anomerisierten,
liegen fir diese Verbindungen ebenfalls Daten fur das entsprechende a-Anomer vor. Es wird
davon ausgegangen, dass alle VVerbindungen in der energetisch gunstigeren f-Form (mit dem
Rest an C1 in dquatorialer Stellung) gebildet wurden. Die Abwesenheit von ausgepragten
doppelten Signalsatzen in schnell erhéltlichen Protonen-NMR-Spektren aller Verbindungen
stitzt diese Annahme. Zur Untersuchung der Zeitskala, auf der die Anomerisierung stattfindet,
wurde fir HAM-B1 die zeitabhingige Zusammensetzung des Verbindungsgemisches per H-
NMR gemessen. Dabei zeigt sich, dass bereits nach 10 Minuten ein merklicher Anteil an a-

Anomer vorliegt. Fur diese Verbindung wurde das Gleichgewicht von 31 % o : 69 % f nach ca.

70



Ergebnisse

20 h erreicht. Die Gleichgewichtsverhéaltnisse der anderen anomerisierenden Verbindungen
(HAM 3, HAM 21 sowie HAdG 2) liegen ebenfalls in diesem Bereich. Die a-Anomere der

HAM-Reihe zeigen dabei alle groRere Tieffeldverschiebungen fir C1 im NMR, das einzige

beobachtete a-Anomer der HAdG-Reihe hingegen eine niedrigere Tieffeldverschiebung.

Tabelle 8: Vergleich der chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffe der N,O-Acetale sowie deren Drehwerte. Die Eintrage

fur in Lésung anomerisierende Verbindungen sind farblich hinterlegt. Die zugehdrigen Strukturen sind in Tabelle 13 und

Abbildung 41 wiedergegeben.

Verb. o6C1 o6 C2 5 C3 o C4 0 C5 0 C6 NOE

HAM  [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] H1-5

Al 83.81 61.36 X
Bl 8140 67.14 7453 7123 7828 61.28 v
B2 80.23 6690 7433 70.88 7789 61.18 v
A3 83.51 61.18 X
B3 8141 67.06 7440 7113 7440 61.23 v
B6 80.80 66.97 7428 7084 78.07 61.24 v
B7 80.30 66.83 74.27 7090 7752 60.92 v
B8 81.49 67.08 7449 7122 7787 61.25 v
B9 80.94 67.04 7436 7096 77.94 61.27 v

B1l1l 80.89 66.96 7429 70.87 78.04 61.20 v

B16 8211 6726 7460 7125 7794 61.29 v
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B18 80.94 6698 7432 7091 78.02 61.22 v -121.87°

A?21 8498 71.10 64.35 X -78.56°
25:75

B21 8158 67.57 7497 7173 78.23 61.74 v

B22 8152 6714 7453 7122 7753 61.26 v -112.19°

B24 8156 67.16 7455 71.24 7788 61.28 v -108.09°

B95 81.81 66.90 74.28 7099 7753 60.99 v -116.00°

B96* 81.15 66.86 7458 7089 7758 60.39 ? /

*Die Datenlage zu B96 erlaubt keine gesicherte Zuordnung der Kohlenstoffe und erfolgt
demnach nur auf Grundlage der Ahnlichkeit in der Verschiebung zu den anderen
Verbindungen.

HAdJG

D1 80.11 39.27 7163 7170 77.46 61.09 v -166.76°
C2 7721 37.68 68.39 72.54/71.25 61.01 X -39.8°

D2 78.71 39.63 7125 7144 7125 60.96 v 30:7.0
D3 80.01 3920 7152 7162 7752 61.03 v -69.96°
D6 79.17 3884 7130 7146 77.65 60.94 v -133.45°
D7 80.00 3949 7163 7163 77.60 61.08 v -99.50°
D8 80.20 39.27 7163 7163 7743 61.06 v -82.51°
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D18 79.44
D22 80.26
D24 80.30
D96 80.14

39.47 7142 7154
3930 7164 71.72
39.31 7166 71.74
3931 7167 7170

77.62

77.44

77.46

77.50

61.01 v -121.87°
61.10 v -75.93
61.13 v -83.48°
61.06 v -14.23

Ebenfalls haben die Verbindungen vergleichbare spezifische Drehwerte. Die Drehwerte der

anomerisierenden Verbindungen konnten nur als Mischung gemessen werden, wobei nicht

sichergestellt ist, dass tatsachlich jeweils die Gleichgewichtslage erreicht wurde. Sie sind

demnach unter Vorbehalt angegeben. Der zeitliche Verlauf der Anomerisierung ist in

Abbildung 50: Zeitlicher Verlauf der Anomerisierung von HAM-B1 anhand von NMR-Daten)

dargestellt. Dazu wurden nach definierten Zeitspannen Protonenspektren gemessen, und die

Integrale des Signals flir H1 zusammen auf eins normiert und in Relation zueinander gesetzt.

T Anteil Anteil
[inmin] | a-Anomer | S-Anomer
0 0 100
10 7 93 100
w 80
20 10 90 £ 60
30 12 88 2 .
40 15 85 0
60 19 81
80 22 78
100 24 76
130 27 73
1250 31 69
2000 31 69

Anteil a-Anomer

Anomerisierung von HAM-B1 in

DMSO-d;

500 1000 1500

Zeit in Minuten

Anteil B-Anomer

Abbildung 50: Zeitlicher Verlauf der Anomerisierung von HAM-B1 anhand von NMR-Daten
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3.1.2 Allosterische Inhibitoren

3.1.2.1 Identifizierung einer potentiellen allosterischen Bindetasche in der GMII

In Untersuchungen von Lina Irsheid!? an der GMII wurde vermittels der Site Finder
Anwendung in MOE v2014.10 (Chemical Computing Group, Montreal, QC, Canada)** eine
allosterische Bindetasche identifiziert. Die Basis der ldentifizierungsmethode beruht auf
sogenannten alpha spheres, welche von den Rezeptoratomen abgeleitet werden und die Form
des Proteins hinsichtlich Hydrophilie und Hydrophobie beschreiben. Diese werden zu Clustern
zusammengefasst und erzeugen dadurch eine Reihe von Taschen, die wiederum nach der

Anzahl hydrophober Kontakte mit dem Rezeptor geordnet und hinsichtlich der

e Anzahl an Rezeporatomen (also nach GroRe),
e Anzahl hydrophober Kontakte,
e Anzahl der Seitenkettenkontakte und der

e PLB (,,Propensity for Ligand Binding* — Neigung zur Ligandenbindung)®4

bewertet werden. Im Vergleich dieser Bindetasche mit der aktiven Bindetasche der GMII durch
des webbasierten DoGSite Scorer (http://dogsite.zbh.uni-hamburg.de) werden folgende
Tiefe,

unpolarer

Taschenvolumen,  Oberflachengrolie,

Verhéltnis

Parameter  miteinander  verglichen:

Arzneistofftauglichkeitswert ~ (druggability score) und das
Aminosauren'4®. Gegeniiber der aktiven Bindetasche ergibt sich auf der Grundlage folgender
Werte (Tabelle 9) eine erhohte Wahrscheinlichkeit fir Arzneistofftauglichkeit fur diese

allosterische Bindetasche.

Tabelle 9: Vorhersage der Arzneistofftauglichkeit der aktiven Tasche und der potentiellen allosterischen Tasche der GMII
durch den DoGSiteScorer (anhand von pdb: 1HWW)

. Verhéltnis
Volumen | Oberflache ] Druggability
Tiefe[A] unpolarer
[A%] [A?] score o
Aminosauren
Aktive Tasche 194.65 229.38 8.97 0.28 0.21
Potentielle
allosterische 879.26 820.14 22.46 0.83 0.46
Tasche
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Dabei weisen Druggability-Scores iiber 0.5 auf Arzneistofftauglichkeit hin'4®. Zudem

unterscheidet sich die potentielle allosterische Bindetasche signifikant von der aktiven Tasche.

3.1.2.2 Verbindungen als potentielle allosterischen Inhibitoren

In Virtuellen-Screening-Studien von Lina Irsheid?® wurden dabei Verbindungen mit
unterschiedlichen Strukturelementen wie z. B. Aminothiazolstrukturen (Compound 11) oder

Benzolthiophen und Pyrazolbausteinen (Compound 12) als potentielle Inhibitoren identifiziert:

Compound 11 Compound 12

Abbildung 51: Beispiele fur Screening-Treffer in der Dockingstudie von Lina Irsheid an der potentiellen allosterischen
Bindetasche der GKII (mit freundlicher Genehmigung enthommen aus: L. Irsheid, New inhibitors of Golgi-a-mannosidase
||121)

Die Lage der potentiellen allosterischen Bindetasche im Enzym sowie deren Form sind in
Abbildung 52 dargestellt.
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Abbildung 52: A) Lage der potentiellen allosteischen Bindetasche (griin) sowie der aktiven Tasche (magenta) in der GMI|,
B) Compound 12 in der allosterischen Bindetasche mit farbcodierter Oberfléache des Rezeptors (rot: saure Reste blau:

basische Reste grau: polare und unpolare Reste sowie Rickgrat) (mit freundlicher Genehmigung enthommen aus: L. Irsheid,
New inhibitors of Golgi-a-mannosidase 11'?%)
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Da aufgrund der Identifizierung potentieller Inhibitoren der allosterischen Tasche grofies
Interesse insbesondere an den Aminothiazolstrukturen bestand, wurde eine kleine Bibliothek
von vier Verbindungen dieses Strukturtyps synthetisiert (vgl Abbildung 53).

3.1.2.3 Synthese der potentiellen allosterischen Inhibitoren

Die Synthese der potentiellen allosterischen Inhibitoren war gemal Abbildung 53:

Syntheseschema der potentiellen allosterischen Inhibitoren AS7-AS10 geplant.

S 0 H,N N cl NH;in MEOH ~ HoN N NH,
)k *toa \)k/cl \Ié THCI \lé
H,N” NH, S/ S/
90 % 80 %
AS1 AS2
R (0] R (0] R (0}
0 \)k SOCl, 0 \)k AS2 0 \)J\
OH —» ch — > N /Y\
H S
N <<
B -~ NH,
R = -OH R = -OAc AS4 R =-OAc AS7 20%
-OAc <_—I AS3 70 % -OMe AS5 ]’ quant. -OH AS8 86 % :I
-H -H  AS6 -OMe AS9 20 %

-H  AS1021 %

Abbildung 53: Syntheseschema der potentiellen allosterischen Inhibitoren AS7-AS10

Die Synthese beginnt mit der Kondensation von Thioharnstoff und 1,3-Dichloraceton zum
Aminothiazol AS1 als Hydrochlorid-Salz in 90%iger Ausbeute. Die Umsetzung zu der
entsprechenden Aminomethylverbindung durch Reaktion mit Ammoniak im Uberschuss
lieferte das Produkt in Form eines ockerfarbenen Feststoffs, der das Produkt laut NMR-
Spektren zu ca. 80 % enthielt und ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt wurde. Die
entsprechenden Phenylessigaurederivate wurden im Falle der Hydroxyphenoxyessigsaure
zundachst an der phenolischen Hydroxylgruppe mit 70%iger Ausbeute acetyliert (AS3), die
Derivate mit Methoxygruppe und die Phenoxyessigsaure wurden direkt erworben. Alle
Phenoxyessigsaurederivate wurden zur Kopplung mit Thionylchlorid zu den entsprechenden
Séurechloriden (AS4-6) quantitativ umgesetzt und direkt gekoppelt. Diese Kopplungen
verliefen jeweils mit schlechten Ausbeuten von lediglich 20 %, was jedoch geniigte um die
entsprechenden Verbindungen gut aufzureinigen, zu analysieren und zu testen. Die
Deacetylierung von AS7 zu AS8 mit Natriummethanolat verlief wie zu erwarten in guter

Ausbeute von 70 %.
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3.1.3 Sonstige Synthesen
3.1.3.1 Substratsynthesen

Die Substrate fur die Fluoreszenzassays sollten gemé&lR folgendem Schema (Abbildung 54)
synthetisiert werden.

CHj;
OAc OAc =
I | =
AcO O Br O RS OAc
' HBr/AcOH : (6] (6] OH |
B O O O () K
Ag,CO; b
AcO Y OAc AcO Y OAc
AcO OAc

OAc OAc

CH,

/
OH
NaOMe |
————> 0 o) o) 0
HO U\OH

OH

Abbildung 54: Syntheseroute fiir die Darstellung der Fluoreszenzsubstrate

Die Synthese sollte nach Koenigs-Knorr erfolgen. Dabei wird zundchst der peracetylierte
Zucker in Position 1 bromiert und im Anschluss mit 4-Methylumbelliferon gekoppelt.

3.1.3.1.1 Synthese des Glucosidase-Substrats 4-MU-Glc (GS)

Das Substrat fur den fluorometrischen Assay mit g-Glucosidasen konnte analog der geplanten
Syntheseroute in Abbildung 54 mit guten Ausbeuten (33 % (ber vier Stufen) dargestellt werden
(vgl. Abbildung 55). Die Synthese von GS3 (siehe Kapitel 3.1.3.1.1, Abbildung 55) im Sinne
der Koenigs-Knorr-Glycosylierung 47 nach Rodebaugh**geht von dem peracetylierten Zucker
aus, welcher durch Reaktion von Glucose mit Acetanhydrid und lod als Katalysator in
quantitativen Ausbeuten erhalten wurde. Die darauffolgende Bromierung an C1 lieferte
aufgrund des Nachbargruppeneffekts ausschlieBlich das a-Anomer'*® in 65%iger Ausbeute. Die
anschlielende Kupplung mit 4-Methylumbelliferon vermittels Silbercarbonat verlief ebenfalls
in guten Ausbeuten von 90 %. Die abschlieBende Entschiitzung mit Natriummethanolat
erforderte sdulenchromatographische Aufreinigung des Produktes, welches mit 56 % Ausbeute
erhalten wurde. Damit betrug die Gesamtausbeute 33 % (iber vier Stufen.
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Die Synthese diente als Testsystem zur Ubertragung auf die Synthese des entsprechenden
Mannosidase-Substrats.

CH;

CH,
OAc OAc =

| | =
AcO 0 Br 0 OAc
' HBr/AcOH ' [0) (0] OH |
—_— [ o) 0,, 0
AcO - OAc AcO - OAc Ag,COs Ll
AcO OAc

OAc OAc

66 % 91 %
GS1 GS2

Abbildung 55: Syntheseroute fiir das Substrat des Fluoreszenzassays fir g-Glucosidasen

3.1.3.1.2 Synthese des Mannosidase-Substrats 4-Mu-Man (MS)

Die Ubertragung der Erkenntnisse aus der zuvor beschrittenen Synthese fiir das entsprechende
S-Glucosidasesubstrat MS5 (siehe Abbildung 56) war nur bedingt mdéglich. Die Synthese
wurde zunéchst analog zur Synthese des Glucosederivats (siehe Kapitel: 3.1.3.1.1) (ber die
Koenigs-Knorr-Glycosylierung bestritten. Aufgrund von sehr geringen Ausbeuten der
Kopplung mit 4-Methylumbelliferon von unter 10 % wurde eine alternative Route tber das
Trichloracetimidat’*® MS3 als gute Abgangsgruppe gewihlt. Dazu wurde zunichst die
peracetylierte Mannose (durch Acetylierung mit Acetanhydrid und katalytischem lod) an C1
durch Morpholin entschiitzt. Dies gelang in guten Ausbeuten von 90 %. Die darauffolgende
Kopplung mit Trifluoracetimidat mit DBU als Base im leichten Uberschuss lieferte das Produkt
immerhin in 56%iger Ausbeute. Die darauffolgende Entschiitzung mittels Natriummethanolat
erforderte (wie auch bei der Synthese von GS3) ebenfalls Aufreinigung durch
Saulenchromatographie und lieferte das Produkt in 76%iger Ausbeute. Insgesamt wurde das
Produkt mit einer Ausbeute von 31 % uber finf Stufen gewonnen. Damit ist diese
Syntheseroute fir das Mannoseanalogon der Synthese des Glucosids trotz einer zusatzlichen

Reaktionsstufe ebenbiirtig (GS wurde mit 33 % Ausbeute tber vier Stufen gebildet).
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Ac,0, 1,

CH;

89 %
MS4

NaOMe

76 %
MS5
4-Mu-Man

(0]
OAc [ j OAc
AcO 0 \| N HO (6] \\\|
@ : Q
_ =
A0t > Voac CH,Cl, AcO™ Y7 N0Ac
OAc OAc
quant. 92 %
MSI1 MS2
1. CLLCCN
CH,Cl,
2. DBU
CH,
/ ‘
Cl OAc
BF;*Et,0  Cl |
(0] (6] OH (6] (0] o
- al ‘
NH ..
CH,Cl AcO - OAc
OAc

56 %
MS3

Abbildung 56: Syntheseroute zu dem Substrat fur Fluoreszenzassays mit a-Mannosidasen

3.1.3.2 Isofagomin

Die Syntheseroute von Isofagomin nach Andersch und Bols! (Abbildung 57) beginnt mit der

Monobenzylierung von D-Arabinose®! mittels in situ Erzeugung von Benzylacetat aus

Benzylalkohol und Acetylchlorid. Das Produkt (Isol) konnte in 78%iger Ausbeute erhalten

werden. Das fir den nachsten Schritt notwendige p-Anomer konnte durch Kristallisation

abgetrennt werden. Die folgende regioselektive Monooxidation am axialen C4 nach Tsudal®
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(Is02) lieferte zwar ein komplexes isomeres Gemisch aus mindestens drei Verbindungen, dies
jedoch in hohen Ausbeuten von 98 %. Zudem lieR es sich in der darauffolgenden Henry-
Reaktion zum Nitromethan-Addukt umsetzen (1so3). Diese ist nicht stereoselektiv und lieferte
erwartungsgeman ein Gemisch aus beiden Stereoisomeren (51 %). Zur besseren Trennung der
Isomere erfolgte zunachst die Acetylierung aller noch freien OH-Gruppen mit 80 % Ausbeute
(Iso4). Die reduktive Eliminierung mit Natriumborhydrid im ndchsten Schritt lieferte
erwartungsgemal die beiden 4R- und 4S-Epimere (99 %, Is05), welche aufgrund ihrer
vergleichsweise geringen Polaritat verglichen mit den Endprodukten vor der letztendlichen
katalytischen Hydrierung zum Isofagomin und dessen 5-Epimer chromatographisch getrennt
wurden. Dabei konnte das 5-S-Isomer zu 46 %, das 5-R-Isomer zu 35 % sauber abgetrennt
werden. Es verblieb eine Restfraktion als racemisches Gemisch, welche die tbrigen 18 %
Produkt enthielt. Die abschlieBende katalytische Hydrierung zur Entschiitzung lieferte
Isofagomin (Is06) in 75%iger Ausbeute (23 % Uber sechs Stufen) und 5-epi-lsofagomin (1so7)
in 44%iger Ausbeute (14 % Uber sechs Stufen).

HO

0. OH
iI 0.0 (Bu)3Sn),0, Br, 0.0
R —_—
HO™ OH [I LI
HO [¢)

OH )J\ z Z
Cl OH OH

D-Arabinose 78 % 98 %
2-0-Benzyl-D-Arabinose Iso2
Isol

NEt; , CH3NO,
- OH . OAc

51% 80 %
Iso3 Iso4

0,
1. NaBH,/EtOH (O] O\/© H, Pd/C, MeOH HO NH HO NH
—  » O»N _ - ) N )

\

2. NaOMe o' HOY
z OH OH OH
OH 75 % 44 %
99 % Isofagomin 5-epi-Isofagomin
Iso5 Iso6 Iso7

Abbildung 57: Syntheseroute zu Isofagomin nach Andersch und Bols*®,
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3.1.3.3 Azamannose

Die geplante Syntheseroute fir die Azamannose nach Overkleeft et al.'?” sowie geplante

Derivatisierungen zu bicyclischen N,O-Acetalen ist in Abbildung 58 gezeigt.

OH OH OBn AcOH, OBn
o) OH o) OMe 0 OMe  SrCl, * 6 H,0 o OH
MeOH BnBr HCl
—_— —_— —_—
- HCI - - .
HO OH HO OH BnO" OBn BnO" OBn
OH OH OBn OBn
quant. 60 % 57 %
AzManl AzMan2 AzMan3
Ac,0O
DMSO
OBn OBn
| H NaBH;CN OBn O NH, Ac,0 OBn OH NH,
N ° HCOOC | DMSO 0. °
Lol o _ DM 0 L N
BnO"" OBn BnO™ OBn BnO" OBn BnO™ OBn
OBn OBn OBn OBn
90 % 85 % 93 % 90 %
AzMan7 AzMan6 AzMan5 AzMan4

1. Isomerentrennung
2. LiAlH,

OBn
H
N OH  Pd(OH),/C

Hy
—_—

BnO“" OBn

OBn

Azamannose

Abbildung 58: Geplante Syntheseroute fiir die Azamannose nach Overkleeft et al.!’® und Rajanikanth!>* sowie
Derivatisierungen

Die Synthese beginnt mit der Methylierung an Position 1 (AzMan1) und der Benzylierung aller
ubrigen Hydroxy-Gruppen (AzMan2), gefolgt von selektiver Entschiitzung von Position 1
(AzMan3). Dieser Kohlenstoff wird im Anschluss oxidiert (AzMan4) und daraufhin, unter
Ringdffnung die Aminogruppe eingefiihrt (AzMan5). Nach der Oxidation der dabei
entstandenen Hydroxy-Gruppe (AzMan6) erfolgt der Ringschluss zur Iminstruktur durch
reduktive Aminierung (AzMan7). Daraufhin werden die Isomere (an Position 5) getrennt. In
der Literatur ist die Reduktion des Lactams zum Lactol (dem geschiitzten Azazucker) von
Rajanikanth!® beschrieben. Ausgehend von der Azamannose war danach die Synthese von
bicyclischen N,O-Acetalen geplant.

Die Methylierung nach Harworth und Bott*3? (AzMan1) in Methanol mit katalytischen Mengen
Schwefelsdure verlief mit guten Ausbeuten (quantitativ). Obwohl sie nicht stereoselektiv ist,

lieBen sich die beiden Anomere durch Kristallisation direkt aus der Reaktionsldsung trennen.
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Dies wurde in Vorversuchen zur Darstellung des geschitzten Lactons (AzMan4) untersucht,
welche die Oxidation von AzMan2 (mit Acetyl- anstelle von Benzylschutzgruppen) durch
Chrom(VI1)oxid zu AzMan4 vorsah. Diese setzt ein axiales Wasserstoffatom an C1, also a-
Konfiguration voraus. Spatestens nach Acetylierung der Ubrigen Hydroxylgruppen und
erneuter Kristallisation aus Methanol sind so die beiden Anomere in hoher optischer Reinheit,
welche sich nach Gleichung 4 berechnet (op = 100 % fir Tetra-O-acetylmethyl-a-D-
mannopyranosid sowie op = 94 % fur Tetra-O-acetylmethyl-#-D-mannopyranosid & 97 %
Reinheit) erhaltlich.

[a] gemessen

op = *100%

CZ] maximal
Gleichung 4: Berechnung der optischen Reinheit op

Aufgrund der hohen Toxizitat von Chrom(VI)oxid und dem Umstand, dass die Konfiguration
am anomeren Zentrum fur die letztendlich im gréfReren Umfang genutzte Oxidation mit DMSO
und Essiganhydrid nach Rajanikanth®™ im Sinne einer Albright-Goldmann-Oxidation
unerheblich ist, wurde letztere Variante gewéhlt. Die vorangegangene Benzylierung konnte nur
mit Benzylbromid und 18-Krone-6-Ether als Phasentransferkatalysator in THF mit
Kaliumhydroxid als Base in hinnehmbaren Ausbeuten von 60 % durchgefiihrt werden. Andere
Methoden wie beispielsweise die Verwendung von Benzylchlorid, anderen Basen und ohne
Phasentransferkatalysator in anderen Losemitteln flhrten zu wesentlich schlechteren
Umsetzungen, meist zu Gemischen nicht vollstandig benzylierter Spezies. Die darauffolgende
Demethylierung an C1 verlief mit 57 % Ausbeute. Die Oxidation zu dem entsprechenden
Lacton konnte wiederum mit guten Ausbeuten (90 %) durchgefuhrt werden. Die weiteren
Umsetzungen bis zum Lactam AzMan7 verliefen ebenfalls mit guten Ausbeuten (90 % fur
AzManb, 85 % fir die erneute Oxidation zu AzMan6 sowie 90 % fir die reduktive Aminierung
zu AzMan7). Die saulenchromatographischen Abtrennung des 5-epi-lsomers (5S-konfiguriert)

gelang durch gut angepasste Laufmittelverhaltnisse.

Die Darstellung der Azamannose scheiterte allerdings an der partiellen Reduktion der
Carbonylverbindung (AzMan7), da keine Bedingungen gefunden wurden, unter denen eine
partielle Reduktion zum Lactol stattfand. Die Reduktion verlief entweder vollstandig zur
deoxidierten Verbindung (AzMan8) oder fand gar nicht statt (siehe Abbildung 59).
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Abbildung 59: Synthetisierte Verbindungen im Rahmen der geplanten Synthese von Azamannose und deren geplanten
Derivatisierungen zu bicyclischen Acetalen (in grau)

Zudem erforderte die Entschitzung der Verbindungen mit Wasserstoff und
Palladium(ll)hydroxid recht harsche Bedingungen von mindestens 20 bar Wasserstoff-Druck,
die im Arbeitskreis selbst nicht erzeugt werden konnten. Die Entschiitzung zu AzMan9 (L-1-
Deoxygulonojirimycin) aus der 5-epimeren Form AzMan8 (82 %, 13 % (ber acht Stufen) und
AzManl10 (D-Manno-o6-lactam 55 %, 12 % uber sieben Stufen) wurde nur noch der
Vollstandigkeit halber mit freundlicher Unterstlitzung des AK Opatz (Institut fir Chemie der
JGU) durchgefihrt.

84



Ergebnisse

3.2 Enzymassays
3.3 Allgemeine Vorbemerkungen

Die Etablierung der im Folgenden beschriebenen fluorometrischen Assays sowie die Testungen
(mit Ausnahme der Testung der monocyclischen N,O-Acetale) wurden von Lina Irsheid unter
Mithilfe von Bachelor- und Diplomstudentinnen im Arbeitskreis Schirmeister (JGU Mainz)
durchgefihrt.

3.3.1 Zur Etablierung fluorometrischer Assays-Systeme

Um die Sensitivitat der bisher zur Verfligung stehenden Testsysteme zu erhéhen und die
Anfélligkeit fir Mess- und Pipettierfehler zu verringern, wurden fluorometrische Assays
etabliert. Im Vergleich zu der Messung von Absorptionen sind Fluoreszenzmessungen ca.
hundertfach sensibler’™. Zudem erlauben sie die kontinuierliche Verfolgung der
Enzymaktivitdt durch Messung der Fluoreszenz des durch das Enzym Kkontinuierlich
freigesetzten Fluoreszenzfarbstoffs, im Gegensatz zu dem bis dato zur Verfiigung stehenden
photometrischen Assay, bei dem die Auswertung nach vorangegangener Stoppreaktion (wie in
dem folgenden Kapitel 3.3.2 Assayaufbau beschrieben. Somit handelt es sich dabei um eine
Zweipunktmessung, wobei  einer der Messpunkte der  Nullwert ist. Die
Reaktionsgeschwindigkeit muss aus der Steigung der so erhaltenen Reaktionsgeraden errechnet
werden. Nun zeigen typische Enzymreaktionen keinen linearen Verlauf der Produktbildung mit
der Zeit. Vielmehr besitzen sie einen linearen Bereich zu Beginn der Reaktion, welcher sich
dann asymptotisch dem maximalen Umsatz nahert'®®. Somit muss fiir photometrische Assays-
Systeme sichergestellt sein, dass der Messpunkt innerhalb des linearen Bereichs liegt, da es
ansonsten zu erheblichen Abweichungen kommen kann. In fluorometrischen Assays wird
dagegen die Umsatzkurve bis zum Erreichen von vmax, der Séttigung, aufgenommen und die

Reaktionsgeschwindigkeit aus dem linearen Teil bestimmt.
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Abbildung 60: Umsatzkurve eiern typischen Enzymreaktion nach Bisswanger*s®

3.3.2 Assayaufbau

Die kommerziell erhéltliche JBM war das erste dem Arbeitskreis Schirmeister zur Verfugung
stehende Modellenzym fiir die GMII, bis die Arbeitsgruppe von Professor Dr. Seibel (Julius-
Maximilians-Universitat Wirzburg) die dGMII aus Drosophila melanogaster zur Verfuigung
stellte. Fur die JBM wurde von Michael Juchum 2012 wahrend seiner Diplomarbeit im
Arbeitskreis Schirmeister ein photometrischer Assay etabliert3*. Als Substrat fungiert dabei 4-
Nitrophenyl-a-D-mannopyranose, welches durch das Enzym gespalten wird. Nach einer
definierten Zeit wird die Reaktion durch Zugabe von Natriumcarbonat gequencht und das
freigesetzte Nitrophenol zum Phenolat deprotoniert und dessen Absorption bei 405 nm
gemessen (siehe Abbildung 61).

86



Ergebnisse

+H,0
\\O NO, kat. Enzym
HO 00— Na,CO;
> NaO NOz
OH \
OH

~
~

HO OH HO 0

p-Nitrophenyl-a-D-mannopyranosid OH Natrium-p-Nitrophenolat
A‘abs. max — 405 nm

HO OH

D-Mannose

Abbildung 61: Bildung der photometrisch detektierbaren Spezies Natrium-p-Nitrophenolat im photometrischen Essaysystem

Zur effektiveren Messung und Erhéhung der Sensitivitat durch kontinuierlich Verfolgung des
Umsatzes wurde ein fluorometrischer Assay auf Grundlage von 4-Methylumbelliferyl-
glycosiden als Substrat etabliert. Diese Substrate spalten durch das Enzym die fluoreszierende
Umbelliferon-Einheit ab, wodurch die Umsetzung durch das Enzym kontinuierlich beobachtet
werden kann (siehe Abbildung 62). Zu diesem Zweck wurden die beiden Substrate 4-
Methylumbellifer-7-yl-5-D-glucopyranosid ~ (GS) und  4-Methylumbellifer-7-yl-a-D-
mannopyranosid (MS) synthetisiert ( siehe Kapitel 3.1.3.1).

HO
+H,0
kat. Enzym
0 - -D-Glucopyranosid o
(0} (¢}
4-Methylumbelliferyl-5-D-glucopyranosid 4-Methylumbelliferon
4-Mu-Glc (GS) Anregung: 355 nm,

Emission: 485 nm

Abbildung 62: Konversion der Fluoreszenz-Substrate durch Glycosidasen, hier beispielhaft anhand der Freisetzung des
Fluoreszenzfarbstoffs 4-Methylumbelliferon aus 4-MU-Glc durch g-Glucosidasen

3.4 Enzymkinetik

Im Folgenden sollen die theoretischen Grundlagen der Enzymkinetik erldutertet werden. Diese
beschéaftigt sich generell mit der enzymatisch katalysierten Umsetzung chemischer und
biologischer Reaktionen. Dabei wird der zeitliche Umsatz eines definierten Substrats durch ein
Enzym betrachtet. Die Auftragung der Umsatzgeschwindigkeiten eines Substrats (d[S]/dt)
gegen die jeweiligen Substratkonzentrationen [S] fuhren zu einer typischen Séattigungskurve,
die sich durch die Michaelis-Menten-Gleichung'®® fiir das in Abbildung 63 gezeigte
Reaktionsschema beschreiben 1&sst.
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ki ks
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Abbildung 63: Umsetzung eines Substrats S durch ein Enzym E zu einem Produkt P tiber den Enzym-Substrat-Komplex [ES]

und die zugehdrigen Geschwindigkeitskonstanten k.

Als Voraussetzungen fir die Gultigkeit der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 5) wird

davon ausgegangen, dass folgende Annahmen gelten:

Die Ruckreaktion von Enzym und Produkt zum Enzym-Substrat-Komplex kann
vernachldssigt werden, da ein hoher Substratiiberschuss gegeniiber der
vernachlassigbaren Produktkonzentration von nahe O zu Beginn der Reaktion die
Gleichgewichtslage praktisch vollstandig auf die Produktseite verschiebt (k"2 = 0).

Es stellt sich ein FlieRgleichgewicht zwischen den Konzentrationen von Enzym und
Substrat S und dem sich daraus bildenden ES-Komplex ein. Daraus folgt, dass der ES-
Komplex so schnell gebildet wird, wie er abgebaut wird (k1 = k1) und seine
Konzentration wahrend der Reaktion konstant ist

Die enzymatisch katalysierte Reaktion ist demnach langsam im Vergleich zum Abbau

des Enzym-Substrat-Komplexes im Gleichgewicht (k2 << k'1)

Unter diesen Voraussetzungen definierten Michaelis und Menten 1913 die Geschwindigkeit der

Enzymreaktion in Gleichung 5

Vg [S]
"7 K + 5]

Gleichung 5:Michaeli-Menten Gleichung mit: vmax = maximale Geschwindigkeit bei vollstandiger S&ttigung des Enzyms;

[S] = Substratkonzentration; Km = Michaelis Menten Konstante

Darin steht Kw flr die Michaelis Konstante, welche die Substratkonzentration widerspiegelt,

bei welcher die Reaktionsgeschwindigkeit vmax halbmaximal ist. Sie ist somit ein Mal fur die

Affinitdt des Substrats zum Enzym. Zur graphischen Darstellung der Michaelis-Menten-

Gleichung wird die Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration aufgetragen
(Abbildung 64).
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Abbildung 64: Michaelis-Menten Sattigungskurve

Die hyperbolische Michaelis-Menten-Sattigungskurve kann linearisiert werden, indem die
reziproken Geschwindigkeitswerte (1/v) gegen die reziproken Substratkonzentrationen (1/[S])
aufgetragen werden, was in der sogenannten Lineweaver-Burk-Auftragung resultiert. Dabeli

kdnnen Km und vmax aus der Steigung und dem x-Achsenabschnitt erhalten werden.
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Steigung = Ky/Vinax

1/v

\ y-Achsenabschnitt = 1/v.

max

L I

1/[9]

Abbildung 65: Lineweaver-Burk Auftrgaung der reziproken Reaktionsgeschwindigkeit tiber der reziproken
Substratkonzentration mit den daraus erhéltlichen KenngréBen 1/Km aus dem x-Achsenabschniss, 1/Vmax aus dem y-
Achsenabschnitt sowie dem Verhaltnis von Km/vmax aus der Steigung

Ein allgemeines Mal} fiir die Bindungsaffinitat eines Liganden ist die Dissoziationskonstante
Kaq. Sie beschreibt das Verhaltnis von Bindungsspaltung zu Bindungsbildung.

3.5 Enzyminhibition

Generell kdnnen Inhibitoren in reversible und nicht reversible Wirkmechanismen eingeteilt
werden. Dabei bilden irreversible Inhibitoren eine kovalente Bindung zum Rezeptor aus. Im
Gegensatz dazu bilden nicht-kovalente Inhibitoren Wechselwirkungen zum Rezeptor auf
Grundlage von elektrostatischen Kraften, Wasserstoffbriickenbindung und hydrophoben van
der Waals Kraften aus. Nicht-kovalente Inhibition kann in drei weitere Mechanismen unterteilt
werden, welche in Abbildung 66 dargestellt sind.
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Abbildung 66: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Hemmtypen: A) keine Hemmung; B) kompetitive Hemmung;

C) nicht-kompetitive Hemmung; D) unkompetitive Hemmung

3.5.1 Kompetitive Inhibitoren

Als Substrat-Mimetikum konkurriert der Inhibitor mit dem Substrat um das aktive Zentrum des
Enzyms. Somit bildet sich neben dem Enzym-Substrat-Komplex zusatzlich ein Enzym-
Inhibitor-Komplex aus. In der Kkinetischen Betrachtung erscheint also ein weiteres

Gleichgewicht:
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ksl k'3

[EI]
Abbildung 67: Kinetische Betrachtung kompetitiver Inhibitoren

In der Michaelis-Menten-Gleichung macht sich dies in Form einer scheinbaren Erhéhung des
Km-Wertes bei gleichbleibendem vmax bemerkbar. Der Grund dafiir liegt in der Mdglichkeit der
Verdrangung des Inhibitors aus dem aktiven Zentrum des Enzyms durch das Substrat bei hohen
Substratkonzentrationen. Damit lautet die Michaelis-Menten-Gleichung fiir kompetitiv
gehemmte Enzymsysteme:

Vmax'[S]

]

T k(D) eis)

Gleichung 6: Michaelis-Menten Gleichung flir kompetitive Inhibition

Fur Inhibitorkonzentrationen gegen Null geht diese Gleichung in die bereits oben erlduterte
Michaelis-Menten-Gleichung fir ungehemmte Reaktionen tber. In der reziproken Auftragung
nach Lineweaver-Burk schneiden sich die Geraden fiir ungehemmte und fur kompetitiv
gehemmte Reaktionen auf der y-Achse (Abbildung 68). Auch hier ist die Rickreaktion des
Produkts mit dem Enzym zum Enzym-Substrat-Komplex bei Betrachtung kurzer Zeitrdume bei
hoher Substratkonzentration vernachléssigbar.
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Abbildung 68: Lineweaver-Burk Auftragung fir kompetitive Inhibitoren

3.5.2 Nicht-kompetitive Inhibitoren

Nicht-kompetitive und allosterische (von griech. GAAwg allos (anders) und oTepedg stereds
(Ort)) Inhibitoren binden nicht an derselben Stelle wie das Substrat. Nicht-kompetitive
Inhibitoren binden dabei sowohl an das freie Enzym wie auch an den Enzym-Substrat-
Komplex. Allosterische Inhibitoren binden hingegen nur an das freie Enzym und bewirken eine
Strukturveranderung, welche die Substrataffinitat herabsetzt und den Kv-Wert damit erhoht.
Da keine Konkurrenz zwischen Inhibitor und Substrat um das aktive Zentrum des Enzyms
besteht, bleibt der Km-Wert des Enzyms bei nicht-kompetitiver Hemmung unverandert. Im
Vergleich zur ungehemmten Reaktion steht jedoch weniger funktionales Enzym zur Verfugung,
wodurch vmax herabgesetzt wird. In der schematischen Betrachtung der Enzymkinetik liegen
damit folgende Gleichgewichte vor (wobei formal die Riickreaktion des Produkts mit dem
Enzym zum Enzym-Substrat-Komplex bei Betrachtung kurzer Zeitrdume mit hoher

Substratkonzentration wiederum vernachladssigbar ist):
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Abbildung 69: Kinetische Betrachtung nicht-kompetitiver Inhibitoren
Die Michaelis-Menten-Gleichung verandert sich dadurch zu:

Vmax'[S]

V= P CESUANEI Py

Gleichung 7: Michaelis-Menten Gleichung flr nicht-kompetitive Inhibition

Mit der Néherung:

Ki~ K1 =Kip

vereinfacht sich diese Gleichung zu:
_ i Vmax'[S]
V=1 Kp+[S]

Gleichung 8: Genéherte Michaelis-Menten Gleichung flr nicht-kompetitive Inhibition

Fur Inhibitorkonzentrationen gegen Null geht diese Gleichung ebenfalls in die bereits oben

erlauterte Michaelis-Menten-Gleichung fiir ungehemmte Reaktionen Uber. In der reziproken

Auftragung nach Lineweaver-Burk schneiden sich die Geraden fiir ungehemmte und fur nicht-

kompetitiv gehemmte Reaktionen (im Gegensatz zu kompetitiv gehemmten Reaktionen) auf

der x-Achse (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Lineweaver-Burk Auftragung flr nicht-kompetitive Inhibitoren

3.5.3 Unkompetitive Inhibitoren

Der Fall einer unkompetitiven Hemmung liegt selten vor. Bei ihm bindet der Inhibitor nur unter
der Voraussetzung an eine Stelle auRerhalb des aktiven Zentrums des Enzyms, wenn bereits ein
Substratmolekll im aktiven Zentrum gebunden ist. Dies verhindert eine Umsetzung des
Substrats zum Produkt. Auch hier ist die Rickreaktion von Produkt und Enzym zum Enzym-

Substrat-Komplex aus den o. g. Grinden vernachldssigbar.

ki k;
E+S<—=[ES]<=—=E+P
Ky K,

I

k3|l k'3

[ESI]

Abbildung 71: Kinetische Betrachtung unkompetitiver Inhibitoren
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In der Michaelis-Menten-Kinetik &ulert sich dies sowohl in einer Erniedrigung von Kw als auch
VONn Vmax, Wobei deren Verhéltnis zueinander unveréndert bleibt. Die Michaelis-Menten-

Gleichung fur unkompetitive Hemmung lautet:

v = Umax'[S]
KM+[S]<1+%)

Gleichung 9: Michaelis-Menten Gleichung fur unkompetitive Inhibition

Durch Lineweaver-Burk-Auftragung erhdlt man eine Gerade, die parallel zu der einer
ungehemmten Reaktion verlauft (Abbildung 72).
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|

40 —

18]

Abbildung 72: Lineweaver-Burk Auftragung fir unkompetitive Inhibition

3.5.4 Slow-binder

Die meisten Inhibitoren stellen das Bindungsgleichgewicht mit dem Enzym sehr schnell ein.
Sogenannte slow, tight-binder hingegen bauen dieses Gleichgewicht auf einer viel langsameren
Zeitskala auf und werden daher als zeitabhangige Inhibitoren bezeichnet. Diese langsam an das
Enzym bindenden Inhibitoren verdndern dadurch die Umsatzrate mit der Zeit. Die Umsatz-Zeit-
Kurven sind somit nicht mehr linear. Aus ihnen lassen sich zwei Steigungen, vi (initiale
Geschwindigkeit) und vs (Gleichgewichtssteigung) ableiten (Abbildung 73). Zu Beginn der

Reaktion besteht ein linearer Zusammenhang zwischen Produktbildung und Zeit. Diese
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anfangliche  Reaktionsgeschwindigkeit &ndert sich dann zu einer langsameren
Gleichgewichtsgeschwindigkeit. Durch diesen zeitlich verzogerten Beginn der Inhibition
sollten sich unterschiedliche Inhibitionswerte vor und nach Inkubation von Enzym und

Inhibitor beobachten lassen.
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Abbildung 73: Umsatzkurve fiir einen langsam bindenden Inhibitor

Formal kénnen nach Copeland®®” vier verschiedene Arten von Interaktionen unterschieden

werden, welche die Kinetik von Inhibitoren verlangsamen kdnnen, namlich:

1. Es bindet gar kein Inhibitor an das Enzym.

2. Die Gleichgewichtskonstanten der Enzym-Inhibitor-Interaktion sind sehr klein im
Vergleich zur Umsatzrate des Enzyms, wenn der Inhibitor reversibel hemmt.

3. Der Inhibitor erzeugt durch die Bindung an das Enzym einen EI-Komplex, welcher dann
zu einem neuen Komplex E*I isomerisiert.

4. Ein irreversibler Inhibitor fungiert als affinity-label fir das Enzym und verlangsamt so

dessen Reaktion.

Die Interaktionen der Punkte 2 und 3 sollen im Folgenden néher beschrieben werden.
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Zu2.:

In einem simplen einstufigen Mechanismus (Abbildung 74), Schema A) sind die
Geschwindigkeitskonstanten ks und k3™ sehr klein im Vergleich zu nicht langsam bindenden
reversiblen Inhibitoren. Dadurch schreitet die Inhibition lediglich langsam voran. Der

entsprechende Kj-Wert errechnet sich nach Gleichung 10.

A)
ks
E+] S—m—= EIl
ks’
B)
k; k,
E+] =~ El =— E*I
ks’ ky

Abbildung 74: A) Simpel reversibler slow binder; B) Enzymisomerisierung

ks’ [ENN
ST En

Gleichung 10: Ki = Inhibitionskonstante; [E] = Enzymkonzentration; [I] = Inhibitorkonzentration, [EI] = Konzentration des

Enzym-Inhibitor Komplexes; kn = Geschwindigkeitskonstanten

Zu 3.:

Nach Schema B) in Abbildung 74 findet ein zweistufiger Bindungsprozess statt, in dem Enzym
und Inhibitor zundchst einen EI-Komplex bilden, aus welchem dann ein hochaffiner, isomerer
Enzym-Inhibitor-Komplex E*I gebildet wird. Mit K; als Dissoziationskonstante des zuerst
gebildeten EI-Komplexes errechnet sich Ki*, die Dissoziationskonstante des daraus gebildeten
E*1-Komplexes nach Gleichung 11

K - Kk, [E]l]
VT ka4 kT [EN 4+ [E

Gleichung 11: Ki = Inhibitionskonstante; [E] = Enzymkonzentration; [I] = Inhibitorkonzentration, [El] = Konzentration des
Enzym-Inhibitor Komplexes; [E*l]] = Konzentration des isomeren Enzym-Inhibitor Komplexes; kn =

Geschwindigkeitskonstanten
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3.5.5 Formeln

Alle Verbindungen, die in der hochsten Konzentration eine Inhibition von weniger als 40% der
Enzymaktivitat bewirken wurden in der vorliegenden Arbeit als inaktiv angesehen.

Die Inhibition wurde nach Gleichung 12 berechnet:

o Aktivitat (mit Inhibitor)
Inhibition (%) ={ 1 .

~ Aktivitat (ohne inhibitor)
Gleichung 12: Gleichung zur Berechnung der Inhibition

ICso-Werte wurden nach Gleichung 13 berechnet:

_ Ymax ~ Ymin

s T Ymi
ICsg

y

Gleichung 13: Gleichung zuer Berechnung der 1Cso-Werte

Wobei Ymax und ymin als 100% bzw. 0% Enzymaktivitat, s als Steigung des linearen Teils der

Kurve (Hill-Koeffizient) und [I] als Inhibitor-Konzentration definiert sind.

Ki-Werte flr kompetitive Inhibitoren wurden nach Gleichung 9 berechnet:

Vmax " [S]
Ko (14 %) +15]

i

v =

Gleichung 14: Gleichung zur Berechnung der Ki-Werte fur kompetitive Inhibition

Ki-Werte flr nicht-kompetitive Inhibition wurden nach Gleichung 15 berechnet:

1 . Vmax * [S]
Ky +[S]

Gleichung 15: Gleichung zur Berechnung der Ki-Werte fur nicht-kompetitive Inhibition

Dabei ist v bzw. vmax die (extrapolierte maximale) Dissoziationsgeschwindigkeit, [S] die

Substratkonzentration, [1] die Inhibitorkonzentration und Km die Michaelis-Konstante.

ICso Werte und Ki-Werte fur kompetitive Inhibitoren hdngen nach der Cheng-Prusoff

Gleichung®®® (Gleichung 16) voneinander ab:
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ICsy = (I[j—]+ 1) ‘K,

M

Gleichung 16: Cheng-Prusoff Gleichung

Zudem wurde der Lineweaver-Burk-Plot zur Bestimmung des Hemmtyps verwendet. Dabei
wurden die reziproken Geschwindigkeiten gegen die reziproken Substratkonzentrationen
aufgetragen und einer klassischen linearen Regression (y = a + bx) unterzogen. Gelegentlich
wurden dabei nur die Daten bei hdheren Substratkonzentrationen verwendet. Zur Berechnung
der ICso- und Kj-Werte sowie der Erstellung der entsprechenden Diagramme wurde das
Programm GraFit® (Version 5.0.13, Erithacus Software, Horley, Surrey, UK (2006))

verwendet.
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3.6 Enzymassays

Die Etablierung der fluorimetrischen Assays und die Testungen erfolgten, abgesehen von den
monocyclischen N,O-Acetalen, in Kooperation mit Studierenden der Johannes Gutenberg-
Universitat, namentlich Christina Gardiner und Vanessa Efinger im Rahmen ihrer
Bachelorarbeiten sowie mit Malena dos Santos im Zusammenhang mit ihrer Diplomarbeit unter
Anleitung von Lina Irsheid. Die detaillierten Ergebnisse sind der Dissertation ,,New inhibitors
of Golgi-a-mannosidase 11 (L. Irsheid, 2018)*2! entnommen und der Vollstandigkeit halber im
Anhang (Kapitel 7.3) aufgefuhrt.

Die Testungen zur Bestimmung der inhibitorischen Potentiale sowie der Hemmtypen der in
dieser Arbeit synthetisierten Substanzen sollten mit den im Folgenden beschriebenen
fluorometrischen Enzym-Assays durchgefiihrt werden.

Die Assays mit a-Mannosidase wurden in MES-Puffer (2-(N-Morpholino)ethansulfonséure-
Puffer) (40 mM, pH = 5.75), die Assays mit s-Glucosidase in Citratpuffer (20 mM, pH =5.0)
durchgefuhrt. Zunéachst wurden die Assays-Systeme durch Lina Irsheid unter Mithilfe von
Bachelor- und Diplomstudentinnen im Arbeitskreis Schirmeister (JGU Mainz) etabliert. Dafur
wurden die hochpotenten Inhibitoren Swainsonin (von Sigma Aldrich) fir JBM und dGMII

sowie Isofagomin (im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert) fur die g-Glucosidase verwendet.

3.6.1 Assays an a-Mannosidasen

Fur die fluorometrischen Assays wurden die Golgi-a-Mannosidase aus Drosophila
melanogaster (dGMII) und aus Canavalia ensiformis (Jackbohne, JBM) verwendet. Als
Substrat diente 4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid (4-MU-Man). Die Spaltung dieses
Substrats setzt, nach Abbildung 75: Substratkonversion von 4-MU-Man durch a-Mannosidasen

fluoreszierendes 4-Methylumbelliferon frei (Anregung: 355 nm, Emission: 485 nm).

(0} \O HO
HO ° +H0
kat. Enzym:
o’ oH dGM 1I oder IBM _
OH 0 - a-D-Mannopyranosid 0
O O
4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid 4-Methylumbelliferon

Abbildung 75: Substratkonversion von 4-MU-Man durch a-Mannosidasen
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Der ermittelte Km-Wert flr die dGMII mit 4-MU-Man als Substrat betrégt 3.6 £ 0.3 mM. Der
ermittelte 1Cso-Wert von Swainsonin als Inhibitor der dGMII betragt 35 £ 2.3 nM.

Der ermittelte Km-Wert fiir die JBM mit 4-MU-Man als Substrat betragt 0.4 + 0.05 mM. Die
ermittelten ICso-Werte von Swainsonin als Inhibitor der JBM betragen141 — 278 nM.

3.6.2 Assays an f-Glucosidase

Fur die fluorometrischen Assays wurde die S-Glucosidase aus Prunus dulcis (StiRmandel)
verwendet. Als Substrat diente 4-Methylumbelliferyl-5-D-glucopyranosid (4-MU-GIc). Die
Spaltung dieses Substrats setzt fluoreszierendes 4-Methylumbelliferon nach Abbildung 76 frei
(Anregung: 355 nm, Emission: 485 nm).

(0} (6} HO
HO
+H,0
HO‘\‘ Y 'OH kat. Enzym N
OH 0 - f-D-Glucopyranosid 0
O O
4-Methylumbelliferyl-5-D-glucopyranosid 4-Methylumbelliferon

Abbildung 76: Konversion des Substrats 4-MU-Man durch s-Glucosidasen

Der ermittelte Kv-Wert fir die f-Glucosidase aus StfRmandeln mit 4-MU-Glc als Substrat
betragt im Mittel 2.9 + 0.4 mM. Der ermittelte 1Cso-Wert von Isofagomin als Inhibitor der g-

Glucosidase aus SufRmandeln betragt 110 nM.

Der ermittelte Km-Wert fur die JBM mit 4-MU-Man als Substrat betragt 0.4 £ 0.05 mM. Der
ermittelte 1Cso-Wert von Swainsonin als Inhibitor der JBM betrdagt im Mittel 174.7 + 73.4 nM.
3.6.2.1 Testungen der synthetisierten Verbindungen

Die Testung der synthetisierten Verbindungen (pMSP (vgl. Kapitel 2.2.1), AS7, AS8, AS9 und
AS10 (Kapitel 3.1.2, Abbildung 53), alle in Kapitel 3.1.1.3 aufgefiihrten N,O-Acetale sowie 5-

epi-Isofagomin) erfolgte mit dem im Folgenden beschriebenen Assaysystem:

Reaktionspuffer:

MES-Puffer (40 mM) versetzt mit Bovinem Serumalbumin 1.1% (finale Konzentration im
MES-Puffer = 0.1 %) und ZnSO4-L6sung 1.1 % (finale Konzentration im MES-Puffer = 0.1
%), pH = 5.75
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Enzym:

GMII aus Drosophila melanogaster, in MES-Puffer versetzt mit 1.7% Bovinem Serumalbumin
(finale Konzentration im MES-Puffer = 0.1 %) und 1.7 % ZnSOs-Losung 1 (finale
Konzentration im MES-Puffer = 0.1 %), Kozentration pro Well: 0.002 mg/mL

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid (4-MU-Man) wurde in Reaktionspuffer mit einer
Konzentration im Well von 1 mM eingesetzt.

Inhibitor:

pMSP (vgl. Kapitel 2.2.1), sowie die in Kapitel 3.1.2 aufgefuhrten potentiellen allosterischen
Inhibitoren AS7, AS8, AS9 und AS10 (Abbildung 53) wurden jeweils mit einer Konzentration
im Well von 300 uM eingesetzt.

Alle in Kapitel 3.1.1.3 aufgefiihrten N,O-Acetale wurden mit einer Konzentration im Well von
100 pM getestet.

5-epi-Isofagomin wurde bei einer Konzentration im Well von 1 mM getestet.
Alle Verbindungen wurden in DMSO gelost.

Pipettierschema:

2.5 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 uL Enzym + 27.5 pL Puffer
Positiv-Kontrolle: 10 pL Substrat + 10 pL Enzym + 30 uL Puffer
Negativ-Kontrolle: 2.5 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 37.5 pL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 2.5 pL der Inhibitorlésung sowie 37.5 pL Puffer
(Sechsfachachbestimmung) vorgelegt. Fir die Positiv-Kontrolle wurden 30 pL Puffer, fur die
Negativ-Kontrolle 37.5 uL Puffer vorgelegt. Dann wurde fiir 2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden 10 pL Enzymlésung mit einer Multikanalpipette zugefligt. Im Anschluss

wurde erneut fir 5 Minuten inkubiert. Zum Schluss wurden 10 pL Substratlésung zugegeben
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und das Reaktionsvolumen mit einer Multikanalpipette durchmischt Die Platte wurde fir 10
Sekunden geschdttelt und anschlieBend wurde alle 30 Sekunden die Fluoreszenz (ber einen
Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C gemessen. Die Positiv-Kontrolle wurde fur jede

Inhibitormessung doppelt bestimmt, um die nicht inhibierte Enzymaktivitat zu messen.

Dabei zeigte leider keine der synthetisierten Substanzen eine signifikante Hemmung des

Enzyms.
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4 Diskussion

4.1.1 Zur Etablierung des a-Mannosidaseassays

4.1.1.1 Enzymassays mit der dGMII

Der bestimmte Ky-Wert fir dGMII mit 4-MU-Man als Substrat betragt 3.6 = 0.3 MM (Vmax =
8.8 = 0.3 F/s, siehe Kapitel 7.3.1.1). In der Literatur existiert lediglich ein Km-Wert in einer
personlichen Kommunikation zwischen H. Strachnan und K. Moremen (Complex
Carbohydrate Research Center and Department of Biochemistry and Molecular Biology,
University of Georgia) als Teil der Publikation von Coleman et al.*>® mit einem Wert von 4.9
+ 2.6 mM. Damit liegt der hier bestimmte Km-Wert innerhalb der Fehlertoleranz des
beschriebenen Wertes. Die Affinitdt des verwendeten Substrats ist somit relativ gering,
verglichen mit dem natiirlichen Substrat (89.6 uM)**°1°, Nichtsdestotrotz ist der Assay sensitiv
und bendtigt sehr geringe Enzymkonzentrationen. Im Vergleich zu den Affinitdten der
verwendeten Substrate im vormals genutzten photometrischen Assay (p-Nitrophenyl-a-D-
mannopyranosid, 50-60 pM™°, siehe Abbildung 61 in Kapitel 3.3.2) und dem von Coleman et
al.’® zusatzlich untersuchten Substrat Resorufin-a-D-mannopyranosid (vgl. Abbildung 77)
(200 uM) liegt die Affinitat von 4-MU-Man um Faktor 70 respektive 20 unter den zuvor
beschriebenen. Dadurch ist es in der Lage, auch schwache Inhibitoren mit geringer Affinitat

(<200 uM) zu identifizieren, welche wertvolle Leitstrukturen fiir potentielle neue Inhibitoren

O —<: E}— N HO —<: E)— N
~ +H,0
HO, 00— \ kat. Enzym _ \
OH O \ 0
OH
HO >

HO O

darstellen kdnnen.

OH
Resorufin-a-D-mannopyranosid Resorufin

Abbildung 77: Katalytische Spaltung von Resorufin-oa-D-mannopyranosid durch a-Mannosidasen

Die Bestimmung des Kwm-Wertes ist essenziell fur den Assayaufbau, da eine
Substratkonzentration kleiner oder gleich den Km-Wertes zur Bestimmung von inhibitorischer
Aktivitat, insbesondere fiir kompetitive Inhibitoren angeraten ist'®!. Dementsprechend wurde

die Substratkonzentration fir die Enzymassays mit 4-MU-Man auf 1 mM festgelegt.
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Zur Validierung des Assays-Systems wurden der 1Cso- und der Ki-Wert von Swainsonin mit
verschiedenen Inkubationszeiten bestimmt. Die ICso-Werte lagen in allen Féllen zwischen 31-
40 nM und somit im Bereich der Literaturwerte (40 nM® bzw. 12-20 nM>* mit p-Nitrophenyl-
a-D-mannopyranosid als Substrat und 100 nM mit Resorufin-a-D-mannopyranosid als
Substrat). Da alle Literaturwerte ohne Fehlerbereich angegeben sind, ist nicht einzuordnen, ob

die gefundenen ICso-Werte in diesen eingeschlossen sind.
4.1.1.2 Enzymassays mit der JBM

Der Km-Wert mit 4-MU-Man als Substrat wurde zu 0.4 + 0.05 mM (siehe Kapitel 0) bestimmt.
Im Vergleich zu den Km-Werten mit p-Nitrophenyl-a-D-mannopyranosid (pNP-Man) als
Substrat (2.5 mM*2 und 1.5 + 0.08 mM*** hat 4-MU-Man eine geringfligig héhere Affinitat
zur JBM.

Die hier bestimmten ICso-Werte von Swainsonin zeigten keine Abhédngigkeit von der
Konzentration des Substrates. Sie liegen alle zwischen 141 nM und 278 nM. Mit pNP-Man als
Substrat werden in der Literatur ICso-Werte von 40 nM bei einer Inkubationszeit von 20 min
(Fiaux et al.>®) und 400 nM bei 5 min Inkubationszeit (Tulsiani®) berichtet. Im Arbeitskreis
Schirmeister wurde er unter den Bedingungen von Tulsiani von Michael Juchum im Rahmen

seiner Diplomarbeit zu 690 + 30 nM bestimmt!34,

Durch die relativ gute Ubereinstimmung der Werte (unterer nanomolarer Bereich) wurde davon
ausgegangen, dass das Assays-System vertrauenswurdige Ergebnisse liefert, und wurde somit

fiir die weiteren Testungen angewandt.

4.1.2 Zur Etablierung des Glucosidaseassays

Analog zu den Uberlegungen in Kapitel 3.3.2 wurde auch fiir die g-Glucosidsase ein neuer
fluorometrische Assay etabliert, welcher den vorherigen photometrischen mit p-Nitrophenyl-4-
D-glucopyranosid (pNP-Glc) als Substrat ersetzt. Der Kw-Wert fir S-Glucosidase aus
Sitmandeln mit 4-MU-Glc als Substrat wurde in drei unabhangigen Messungen mit einem
Mittelwert von 2.9 + 0.4 mM und Vmax zu 4.4 + 0.2 F/s bestimmt. Demnach wurde die
Konzentration an 4-MU-GlIc fir die weiteren Testungen auf 1 mM festgesetzt, da bei dieser
Konzentration noch eine gute Enzymaktivitat gewahrleistet ist. Im Vergleich mit dem von
Byers et al. beschriebenen Kiu-Wert dieses Enzyms mit pNP-Glc von 2.5 mM?®3 zeigt sich, dass
das Fluoreszenz-Substrat eine vergleichbare Affinitat aufweist. Dadurch sind die ermittelten
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ICso-Werte bzw. der daraus errechnete Ki-Wert fiir Isofagomin direkt mit dem Literaturwert
vergleichbar. Dieser betrug als Mittelwert aus zwei Messungen 174.7 + 73.4 nM (siehe Kapitel
7.3.3.2

IC50 Bestimmung von Isofagomin). Uber die Cheng-Prusoff-Gleichung (Gleichung 16, siehe
Kapitel 3.5.5) errechnet sich der Kij-Wert aus dem zuvor bestimmten Kw-Wert und der
Substratkonzentration von 1 mM zu 123.3 nM. In der Literatur ist dieser Wert fur Isofagomin

gegen die S-Glucosidsase aus Stimandeln von Sierks et al. zu 110 nM bestimmt worden’®.

Durch die relativ gute Ubereinstimmung der Werte wurde davon ausgegangen, dass das Assays-
System vertrauenswurdige Ergebnisse liefert und fiir weitere Testungen angewandt werden

kann.

4.1.3 Zur Testung der monocyclischen N,O-Acetale

Alle in Kapitel 3.1.1.3.2 aufgefiihrten Verbindungen (vgl. Tabelle 10 und Tabelle 11) wurden
an der dGMII bei einer Konzentration von jeweils 100 uM getestet, wobei keine der
Verbindungen Inhibition zeigte. In NMR-Stabilitatstests mit der laut Docking potentesten
Verbindungen D8, zeigte sich, dass die Verbindung in Wasser nach wenigen Minuten zwar zu
einem gewissen Teil degeneriert, aber fur eine Enzymhemmung noch in ausreichender
Konzentration vorliegen sollte. In NMR-Stabilitatstests in dem fiir den Assay verwendeten
MES-Puffer mit Zinkionen allerdings ist die Verbindung &uferst instabil und reagiert offenbar
mit einem Bestandteil des Puffersystems. Dieser Befund ist aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit aller Verbindungen dieser Reihe auf die anderen Verbindungen ubertragbar.
Welche Reaktionen dabei im Einzelnen ablaufen, konnte nicht bestimmt werden. Es konnte
lediglich festgestellt werden, dass die urspriinglichen NMR-Signale der Verbindung schon nach
kurzer Zeit (unter einer Minute) teilweise oder ganz verschwunden waren. Es ist davon
auszugehen, dass der Grund fur die fehlende Inhibition in der Instabilitat der Verbindungen im
Puffersystem des Assays zu suchen ist. Uber die inhibitorische Wirkung der Verbindungen ist

somit keine Aussage moglich.

4.1.4 Zur Testung der nicht-kovalenten Inhibitoren

Die zur Validierung der neuen fluorometrischen Assays-Systeme synthetisierte Verbindung
Isofagomin zeigte die in der Literatur angegebene inhibitorische Wirkung an der 5-Glucosidase

aus Sufmandeln. Das ebenfalls synthetisierte 5-epi-Isofagomin zeigte erwartungsgeman keine
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Inhibition dieses Enzyms. Dies ist, neben den fehlenden Wechselwirkungen der CH,-OH-
Gruppe an Position 5, auch durch die axiale Stellung dieser Gruppe und dem damit
einhergehenden grofReren Raumbedarf der Verbindung zu erklaren. Die Nachahmung des in
Kapitel 1.4.4 beschriebenen Ubergangzustands des natiirlichen Substrats ist dann nicht mehr

maoglich.

Die Analoga zur Azamannose AzMan9 L-1-Deoxygulonojirimycin und AzMan10 D-Manno-

d-lactam wurden nicht getestet, da beide Verbindungen bereits literaturbekannt sind.

Die potentiell allosterischen Verbindungen AS7 — AS10 zeigten allesamt keinerlei Inhibition
der dGMII. Der Grund flr die Synthese dieser Verbindungen waren zuvor vielversprechende
Assayergebnisse (70 % Hemmung der dGMII bei 300 uM) mit Verbindung AS8, welche unter
dem Namen ChBr7 zuvor bei ChemBridge™ erworben wurde. Da die Verbindung jedoch nicht
langer kommerziell erh&ltlich war und 1Cso-Werte bestimmt werden sollten, wurde die
Verbindung inklusive dreier weiterer Derivate synthetisiert. Keine der Verbindungen zeigte
Hemmung der dGMII in weiteren Assays. Aufgrund der Tatsache, dass die Erscheinungsform
der kommerziell erworbenen Verbindung ein braunes Ol war und die im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierte Verbindung AS8 ein farbloser Feststoff ist, ist davon auszugehen, dass die
gelieferte Verbindung ChBr7 verunreinigt oder eine ganzlich andere Verbindung war. Die
Reinheit der gekauften Verbindung war nicht angegeben, die der hier synthetisierten
Verbindung betrug nach HPLC-MS 99.09 %. Die gefundene Hemmung muss demnach auf
Verunreinigungen, einer anderen Verbindung Artefakten in den Assays beruhen. Da die
gekaufte Verbindung nicht zuvor analysiert und in den ersten Assays vollstandig verbraucht

wurde, lassen sich keine weiteren Aussagen zum Ursprung der gefundenen Hemmung machen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden verschiedene Ansétze verfolgt, um neue Inhibitoren fur das im N-
Glycosylierungsweg relevante Enzym Golgi-a-Mannosidase Il zu finden. Dabei wurde unter
Zuhilfenahme von computergestutzten Methoden Molekile identifiziert, die unterschiedliche
Hemmmechanismen aufweisen sollten. Es wurden potentielle kovalent reversible
Verbindungen wie das Molekil L039 durch De-Novo-Design und molekulares Docking,
vereinfachte Varianten davon (A0 und C4), die Spiroverbindung pMSP, die monocyclischen
N,O-Acetale (HAM und HAdG) und bicyclische Derivate der Azamannose (AzMan9 und 10)
fir das aktive Zentrum sowie nicht-kovalente potentielle Inhibitoren (AS7-10) fir eine

allosterische Bindetasche der GMII identifiziert.
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Abbildung 78: Identifizierte Verbindungen/Verbindungsklassen als potentielle Inhibitoren der GMII

Daneben wurden zur Etablierung neuer fluorometrischer Assaysyteme fur a-Mannosidasen und
S-Glucosidasen Substrate (MS und GS) synthetisiert, welche die bis dahin im Arbeitskreis
angewandten photometrischen Assays abldsen. Zur Verifizierung des f-Glucosidase-Assays
wurde zudem ein bekannter potenter Inhibitor von p-Glucosidasen, das Isofagomin,
synthetisiert, welches auch zur weiteren Derivatisierung bestimmt war. Die Validierung des a-

Mannosidase-Assays erfolgte mit Swainsonin.
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Abbildung 79: Synthetisierte Substrate flr die Fluoreszenzassays

Beide Assays-Systeme wurden erfolgreich etabliert.

Zu den Synthesen:

Zur Synthese von L039 sollte zunédchst die Gangbarkeit der angedachten Syntheseroute durch
Synthese der einfachen Verbindung AO bestétigt werden. Da die direkte Kondensation von
Mercaptoethanol an 3,4-Dihydropyran nicht gelang, wurde versucht, die Verbindung tber eine
alternative Syntheseroute zu synthetisieren. Dabei sollte der Bizyklus zun&chst durch die
acetalische C-S-Bindung, gefolgt von einer intramolekularen Grignard-Reaktion, gebildet
werden. Dies scheiterte an der Dimerisierung bzw. der Bildung von Disulfidbindungen der

Thiolkomponente (dargestellt in Abbildung 80).
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Abbildung 80: Angewandte Strategien zur Synthese des Grundgertistes von L039

Da die Synthese zu L039 an der Kondensation der Ringe scheiterte (siehe Reaktion zu BO
anstatt AO in Abbildung 80) wurde der Umweg Uber das acetalgeschiitzte Thiol in zwei

Varianten versucht, was aber ebenfalls kein Kupplungsprodukt mit 1,2-Dibrompyran lieferte.
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Abbildung 81: Umweg uber das acetalgeschiitzte Thiol, direkt durch Umsetzung mit Natriumhydrogensulfid und tber das
entsprechende Xanthogenat.

Da bei dieser Reaktionssequenz in allen Féllen Dimere tiber Disulfidbildung entstanden, welche
weder durch Dithiothreitol noch durch Magnesium gespalten und an 1,2-Dibrompyran
gekoppelt werden konnten, wurde die Synthese der Verbindung L039 nicht weiterverfolgt. Hier
sind noch nicht alle Synthesemdglichkeiten ausgeschopft. Durch gute Anpassung der
Reaktionsbedingungen ist nicht auszuschlielen, dass die in situ Spaltung der Disulfidbindungen
gelingen kann. Die Methodenentwicklung zur Entschitzung der Aldehydfunktion und zum
Ringschluss tber die Barbier-Reaktion stiinden dann noch an.

Um das generelle Konzept der reversiblen Ringéffnung von bicyclischen O,S-Acetalen zu
demonstrieren, wurde versucht, die Verbindung C4 zu synthetisieren. Dabei konnte der letzte
Schritt zum Ringschluss nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Hier konnte in Zukunft ein
Versuch mit einem um ein Kohlenstoffatom verkleinerten Ringsystem zum Erfolg fihren, da
dadurch eventuell der gréiere Atomradius des Schwefels ausgeglichen werden kénnte (vgl
Abbildung 37), der sich offenbar unginstig auf den Ringschluss auswirkt. An O,0-Acetalen
lieferte diese Synthese in der Vergangenheit verlasslich bicyclische Verbindungen®**.
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Die Synthese eines O,S-acetalischen Bizyklus kénnte in weiterfiihrenden Untersuchungen die
generelle Moglichkeit der kovalent reversiblen Anbindung an Carbonséuren bestétigen. Hierzu
waéren insbesondere NMR-Studien geeignet.

Wegen der leichten synthetischen Zuganglichkeit wurde die simple Spiroverbindung pMSP
synthetisiert, welche zwar keine inhibitorische Wirkung zeigte, aber ebenfalls als Modellsystem
zur Uberpriifung der reversiblen Ringéffnung durch Carbonsauren dienen kénnte. Zudem sind
an diesem System noch vielfaltige Derivatisierungsmoglichkeiten gegeben, insbesondere in
Hinblick auf Hydroxylgruppen an den Ringen zur Verbesserung der Wechselwirkungen in der

aktiven Tasche der dGMII. Hierzu waren weiterfihrende Dockingstudien angeraten.

Es wurde eine kleine Bibliothek von 25 monocyclischen N,O-Acetalen synthetisiert, welche
zwar theoretisch kovalent reversibel an ein Aspartat anbinden kénnten, jedoch im verwendeten
Assays-System instabil waren und dementsprechend keinerlei Inhibition aufzeigten. Hier
kdnnte Anpassung in der Struktur zu erhohter Stabilitat gegen Nucleophile fuhren. Auch die

Synthese von N,O-Bicyklen ware an dieser Stelle denkbar.

Die Synthese von Azamannose scheiterte an der Reduktion des Lactams zum Lactol, da
entweder keine Reduktion oder direkte Reduktion zur Methylengruppe stattfand. Auch hier sind
noch nicht alle synthetischen Mdglichkeiten ausgeschopft. Die Verwendung anderer als der hier
verwendeten Reduktionsmittel sowie eine optimierte Anpassung der Reaktionsbedingungen
kdnnte zum Erfolg fuhren. Insbesondere die Etablierung anderer orthogonaler Schutzgruppen
als die Benzyl-Schutzgruppe fur die Hydroxidfunktionen ist wegen der denkbar unglinstigen
Atomdkonomie sowie der bendtigten drastischen Bedingungen zur Entschutzung angeraten.
Daneben existiert noch eine andere Syntheseroute nach Hudlicky et al.'®* iiber Cyclohexadien-
cis-diole.

Es wurden vier Derivate einer in vorangegangenen Assays als vielversprechend angesehenen
Verbindung als Inhibitor fur eine allosterischen Bindetasche der dGMII synthetisiert. Diese
Verbindungen zeigten keine inhibitorischen Wirkung. Da die Zusammensetzung der zuvor
kommerziell erworbenen Verbindung nicht mehr nachvollzienbar ist, sind weitere
Derivatisierungen dieser Strukturen nicht angeraten. Dennoch erscheint die Adressierung der
potentiellen allosterischen Bindetasche als vielversprechend, da sie eine bessere

Adressierbarkeit (drugability) als die aktive Tasche aufweist. Hierzu sollten zundchst weitere
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Zusammenfassung und Ausblick

Dockingstudien auf Grundlagen von schon identifizierten ersten Leitstrukturen (siehe

Dissertation Lina Irsheid*?!) erfolgen.
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6 Experimentalteil

6.1 Allgemeine Vorbemerkungen
6.1.1 Verwendete Messgeréate

Polarimetrie:

Die spezifischen Drehwerte [a]}) : wurden an einem Polarimeter des Typs P 3000 der Firma
Kriss ermittelt mit T = aktuelle Raumtemperatur und D = Wellenldnge (Natrium-D-Linie:

A =589 nm). Die Konzentrationsangabe (c) erfolgt in g/100 ml Lésemittel.

Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR, *C-NMR):

Die NMR-Spektren wurden an Spektrometern des Typs Avance 111 HD 300, Fourier 300 sowie
Avance Il HD 600 der Firma Bruker aufgenommen. Die chemische Verschiebung 6 wird in
ppm und die Kopplungskonstanten J in Herz (Hz) angegeben. Als interner Standard dienten die
jeweiligen Resonanzsignale der Restprotonen der deuterierten Losemittel und deren

Kohlenstoffatome. Die chemischen Verschiebungen sind wie folgt:

Losemittel S (ppm) *H | & (ppm) °C
CDCl3 7.260 77.160
d®-DMSO 2.500 39.520
MeOD 4.870 49.000
d®-Aceton 2.050 29.840
d3-Acetonitril | 1.940 1.320
D20 4.790

Die Multiplizitaten der Signale werden mit folgenden Abkiirzungen wiedergegeben:
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s = Singulett, s(br) = breites Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett
sowie Kombinationen nach dem Schema: dt = Dublett vom Triplett. Die Zuordnung der NMR-
Signale erfolgte uber DEPT90, DEPT135, 2D-Korrelationsspektren (COSY, HSQC, HMBC,

NOESY) sowie in Analogie zu Stammverbindungen.

Infrarotspektroskopie (IR):

Die Infrarotspektren wurden an einem Avatar 330 FT-IR-Spektrometer der Firma Thermo-
Nicolet mittels einer ATR-Einheit aufgenommen. Die Angabe der Bandenlage erfolgt in

Wellenzahlen ¥ in der Einheit cm™.

HPLC-ESI-MS:

Die HPLC-Auftrennung erfolgte auf einer HP Agilent 1100 Series HPLC-Anlage mit bindrem
Pumpensystem, Dioden-Array-Detector und Austosampler.

Daran gekoppelt ist ein Agilent Technologies, LC/MSD lon Trap Massenspektrometer.

Als Trennsaule wurde eine Agilent® Poroshell 129 EC-Cis Saule (150 x 2.10 mm) 4 pm

verwendet.

Als Laufmittel dienten MeCN/H20O-Gemische (+ 0.1% Ameisenséure (pos. ion mode) bzw. +
150 mM NH4HCOs (pH = 7.8) (neg. ion mode).

6.1.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC):

Es wurden Fertigfolien aus Aluminium, beschichtet mit 0,20 mm Kieselgel 60 F2s4 des Typs
ALUGRAM® XTRA SIL G/UV2zs. der Firma Macherey-Nagel verwendet. Zur Detektion
dienten die Fluoreszenzléschung bei 254 nm, sowie jeweils angegebene Anféarbereagenzien.

Saulenchromatographie (SC):

Als Séaulenfillmaterial wurde fir Schwerkraftsdulen Kieselgel 60 (0,06 - 0,2 mm), fir Flash-
Séulen Kieselgel 60 (0,04 - 0,063 mm) der Firma ROTH verwendet. Die Sdulen wurden nass
befillt. Die Laufmittelzusammensetzungen sowohl fur DC und SC sind jeweils in
Volumenprozent angegeben. Je nach Trennproblem wurden S&ulen verschiedener L&nge und

Durchmesser verwendet.
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6.1.3 Verwendete Chemikalien

Alle Chemikalien wurden entweder von Sigma Aldrich, Alfa Aesar, ABCR, TCI, Acros oder
Fischer Scientific bezogen und, wenn nicht anders vermerkt, ohne vorangehende Prozessierung

(Aufreinigung, Trocknung) verwendet.

6.2 Substrate
6.2.1 GS: 4-Methylumbellifer-7-yl-g-D-glucopyranosid

Nach Rodebaugh et al.1*8

6.2.1.1 GS1 1-Bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosid

OAc OAc
AcO o ‘\\| Bra ; _0s \\\l 6
' HBr/AcOH '
—_ =
2
AcO v OAc AcO 3 4 TOAc
OAc OAc

GS1

8 g (20.5 mmol) peracetylierte D-Glucose wurden in 40 mL trockenem DCM gel6st und mit
16.2 mL 33% Bromwasserstofflosung in Essigsaure versetzt und bei RT (ber Nacht geruhrt.
Die Mischung wurde auf Eis gegossen, die organische Phase abgetrennt und die wéssrige
zweimal mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit Wasser
und zweimal mit geséattigter Natriumhydrogencarbonatlésung und abschlielend mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Nach Trocknung mit Magnesiumsulfat wurde die Lésung
am Rotationsverdampfer zu einem gelben Ol konzentriert und die reine o-Form aus einer

Mischung aus Diethylether, Diisopropylether und Petrolether bei -20°C kristallisiert.

Ausbeute: 5.50 g (13.4 mol, 65.4 %)
Habitus: farblose Kristalle
Rt 0.69 (Petrolether : Ethylacetat [1:1])

(Anfarbereagenz: Anisaldehyd/Schwefelséure)

FT-IR: v [em™] = 2967, 1736, 1213, 1106, 1030, 907, 886, 661 (Vergl. Lit. Werte)
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IH-NMR: IH NMR (300 MHz, CDCl3) & (ppm) = 6.61 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H 1, a-
Anomer), 5.56 (t, J = 9.7 Hz, 1H, H 3), 5.16 (t, J = 9.8 Hz, 1H, H4 ), 4.83
(dd,J=10.0,4.0 Hz, 1H, H 2), 4.40 - 4.23 (m, 2H, H 6 und 5), 4.17 — 4.07
(m, 1H, H 67), 2.10 (s, 3H, -CHs), 2.10 (s, 3H, -CHa), 2.05 (s, 3H, -CHa),
2.04 (s, 3H, -CHs) ppm (Vergl. Lit. Werte'®),

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 170.66/170.00/169.95/169.61 (4x -CO),
86.68 (C1), 72.25 (C5), 70.72 (C2), 70.28 (C3), 67.28 (C4), 61.07 (C6),
20.82/20.80/20.77/20.70 (4x -CHs) ppm (Vergl. Lit. Werte'®®).

6.2.1.2 GS2 4-Methylumbellifer-7-yl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-#-D-glucopyranosid

CH;
OAc =
| =
Br (6] RS OAc
' o (0} OH |
> () (0] O, \
AcO Y OAc AgyCO;

OAc AcO” Y7 4V0Ac

GS1 GS2

2.4 g (5.77 mmol, 3.4 Aq) GS1 wurden in 20 mL trockenem DCM gelést. Dazu wurde eine
Mischung aus 300 mg 4-Methylumbelliferon (1.70 mmol, 1 Aqg.), 800 mg frisch zubereitetes
Silbercarbonat [dazu wurden 755 mg (4.45 mmol) Silbernitrat in 4.2 ml Wasser gelést und zu
einer Losung aus 307 mg (2.90 mmol) Natriumcarbonat in 2.2 ml Wasser gegeben, der griin-
gelbe Niederschlag abfiltriert und getrocknet] (2.9 mmol, 1.7 Aq.) sowie ein Tropfen Pyridin
in 20 ml Acetonitril gegeben. Diese Suspension wurde unter Lichtausschluss und Argon zwei
Tage bei RT gerthrt. Dann wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
verbliebene gelbe Schaum in DCM aufgenommen und saulenchromatographisch vorgereinigt
(Flashséule, Cyclohexan : Ethylacetat [1:1]). Das so erhaltene gelbe Ol enthielt immer noch
signifikante Mengen an 4-Methylumbelliferon und wurde deshalb in wenig Diethylether gel6st,
mit n-Pentan versetzt und auf -80°C gekuhlt. Dabei kristallisiert selektiv das gelbe 4-

Methylumbelliferon aus. Nach zwei Tagen war die Uberstehende Losung annéhernd farblos und
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wurde von den Kristallen abgetrennt. Nach Entfernung des Ldsemittels wurde das Produkt als

gelber Schaum in ausreichender Reinheit zur weiteren Umsetzung erhalten.

Ausbeute: 790 mg (1.16 mmol, 91%)
Habitus: gelber Schaum
R : 0.40 (Petrolether : Ethylacetat [1:1])

(Anféarbereagenz: Anisaldehyd/Schwefelsaure)

'H-NMR: !H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.51 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.00 — 6.86
(m, 2H), 6.19 (s, 1H), 5.31 (dd, J = 6.3, 2.9 Hz, 2H), 5.20 — 5.12 (m, 2H),
4.35 - 4.06 (m, 3H), 3.96 — 3.87 (m, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.06
(s, 6H), 2.03 (s, 3H) ppm.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCls) § 170.64, 170.19, 169.42, 169.27 (4x -CO),
160.81 (C13), 159.19 (C7) 154.83, 152.22, 125.74, 115.53, 114.03, 113.20
(C9, C10, C11, C12, C14, C15), 103.95 (C8), 98.35 (C1), 72.57, 72.42,
70.94, 68.07, 61.82 (C2, C3, C3, C5, C6), 20.71, 20.62, 20.60 (4x -
COCHj), 18.70 (C16) ppm.
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6.2.1.3 GS3 4-Methylumbellifer-7-yl-g-D-glucopyranosid (4-MU-GIc)

16
CH, CH;

15 11
= 140 12
OAc 13 7 OH
| NaOMe |6
o o 0,, O . EE—— o o079 0,1 _O0 5

o MU-GIo
780 mg (1.54 mmol, 1 Aq) GS2 wurden in 40 ml trockenem Methanol gelést und mit 300 mg
Natriummethanolat (7.5 mmol, 4.9 Aq bez. auf das Edukt, 1.2 Ag. bezogen auf die Anzahl der
Acetylgruppen) Uber Nacht bei RT gerthrt. Dann wurde die Reaktionsmischung mit
Amberlite® (H*-Form) neutralisiert und alle festen Bestandteile abfiltriert. Das Losemittel
wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch

(Flashséaule, Isopropanol : Chloroform [1:1]) aufgereinigt.

Ausbeute: 293 mg (0.87 mmol, 56.6 %)
Habitus: farbloser Feststoff
Ri: 0.50 (Isopropanol : Chloroform [1:1])

(Anfarbereagenz: Anisaldehyd/Schwefelsdure)

FT-IR: v [cm™] = 806, 858, 898, 978, 996, 1019, 1038, 1077, 1087, 1138, 1165,
1211, 1263, 1294, 1331, 1371, 1389, 1431, 1512, 1561, 1621, 1689, 1714,
2343, 2360, 2920, 3311, 3404, 3618

'H-NMR: H NMR (300 MHz, D20 + DMSO-ds als Standard) & 7.62 (d, J = 8.8 Hz,
1H, -CH(Ar) 11), 7.02 (d, J = 8.9 Hz, 1H, -CH(Ar) 12), 6.96 (s, 1H,
-CH(Ar) 8), 6.13 (s, 1H, -CH(Ar) 14), 5.02 (d, J = 6.9 Hz, 1H, -CH), 3.77
(d, J = 11.5 Hz, 1H, -CH, 6), 3.63 — 3.24 (M, 5H, 4x -CH 2+3+4+5+6 &
-CH 6"), 2.32 (s, 3H, -CH3 16) ppm (vgl. Literatur),

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, D20 + DMSO-ds als Standard) & 163.93 (C7), 161.08
(C13), 156.54 (C9), 155.23 (C15), 128.00 (C11), 115.98 (C10), 115.21

121



Experimentalteil

(C12), 112.65 (C14), 104.64 (C8), 100.94 (C1), 77.63 (C5), 76.85 (C3),
74.09 (C2), 70.67 (C4), 61.77 (C6), 19.41 (C16) ppm (vgl. Literatur®),

CIE -41.7° (¢ = 1 in DMSO)
HPLC-MS theoretisch 338.10 g/mol, gef. 339.1 g/mol [M+H]

(ESI)
Reinheit: 97.64 %

6.2.2 MS: 4-Methylumbellifer-7-yl-a-D-mannopyranosid
Die Synthese wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von Touisni et al. durchgefiihrt!4°,

6.2.2.1 MS1 1.2,3.4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranoside

(|)H (|)Ac
HO O o AC2O, 12 AcO, 1 _O 5.0 6
—_—
. 2
oY oH AcOM 4 YOAc
OH OAc

MS1

D-Mannose (10.0 g, 55.5 mmol, 1 Aq) wurde in 50 ml Essigsaureanhydrid (587 mmol, 10.6
Aq) dispergiert und unter Kithlung im Eisbad mit 0.5 g lod (3.9 mmol, 0.07 Aq) versetzt. Nach
anfanglicher Warmeentwicklung wurde das Eisbad nach 10 min entfernt und die tiefviolette
Losung bei RT fur weitere 20 min geruhrt. Dann wurde wéssrige Thiosulfatlosung zugesetzt,
bis sich die Reaktionslosung entfarbte. Uberschiissiges Essigsaureanhydrid wurde durch
vorsichtige Zugabe von Natriumhydrogencarbonat gespalten und die Mischung mit DCM
extrahiert. Die organischen Phasen wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wird als 1:3-Mischung von a-
(25 %)- und S-Anomer erhalten.
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Ausbeute: 21.7 g (55.5 mmol, quantitativ)
Habitus: gelbes, hochviskoses Harz
'H-NMR: (B-Anomer) (300 MHz, Chloroform-d) 6 6.08 (d, J=1.8 Hz, 1H, H1), 5.38

~5.30 (M, 2H), 5.25 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 4.30 — 4.23 (m, 1H), 4.13 (dd, J =
11.9, 2.3 Hz, 1H), 4.06 — 3.98 (m, 1H), 2.18 — 1.97 (m, 15H, 5x -CHs) ppm.

(a-Anomer) (300 MHz, Chloroform-d) 6 5.85 (d, J=1.1 Hz, 1H, H1), 5.48
(dd, J = 3.2, 1.0 Hz, 1H), 5.31 — 5.27 (m, 1H), 5.12 (dd, J = 10.0, 3.3 Hz,
1H), 4.34 — 4.30 (m, 1H), 4.07 (s, 1H), 3.80 (ddd, J = 9.8, 5.3, 2.3 Hz, 1H),
2.22 —1.98 (m, 15H, 5x -CH3) ppm.

1BC-NMR: (8-Anomer) (75 MHz, CDCls) & (5 x CO:170.65, 170.00, 169.75, 169.53,
168.07), 90.59, 70.60, 68.72, 68.32, 65.51, 62.09 (CH>), (5 x -CH3:20.87,
20.78, 20.73, 20.67, 20.65) ppm.

(a-Anomer) (75 MHz, CDCls) 5 (5 x CO:170.66, 170.21, 169.80, 169.58,
168.38), 90.41, 77.24, 73.29, 70.64, 68.17, 65.37 (CH2), (5 x -CHs: 20.76,
20.73, 20.68, 20.65, 20.55) ppm.

6.2.2.2 MS2 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannopyranoside

(6]

OAc [ j OAc
N
H

AcO 6] \l HO., ; O 5_\\\|6

W
o U
2
AcO:U\OAc CH,C, AcO" 74 TOAc

OAc OAc

MS1 MS2
9.8 g MS1 (26.1 mmol, 1 Ag.) wurden in 160 mL trockenem DCM geldst. Nach Zugabe von
8.7 g Morpholin (100 mmol, 4 Aq.) wurde die Reaktionsmischung unter Argon tber Nacht bei

RT gerthrt. Dann wurde die Losung zweimal mit 1 M Salzséure sowie dreimal mit Wasser

extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel am
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Rotationsverdampfer entfernt. Das so erhaltene Anomerengemisch nicht naher bestimmter

Zusammensetzung wurde ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 8.0 g (23.0 mmol, 92 %)
Habitus: gelbes, hochviskoses Ol
'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) (300 MHz, Chloroform-d) 6 5.42 (dd, J = 10.0,

3.2 Hz, 1H), 5.35 - 5.21 (m, 4H), 4.32 — 4.17 (m, 2H), 4.20 — 4.09 (m, 1H),
2.16 (5, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.00 (s, 3H) ppm.

BC-NMR: (Hauptkomponente, 75 MHz, CDCls) & & 170.80, 170.17, 169.99, 169.79
(4 x -CO), 92.24, 69.93, 68.70, 68.56, 66.14, 62.55, (4 x -CHs: 20.93,
20.80, 20.74, 20.72) ppm.

6.2.2.3 MS3 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannopyranosyltrichloroacetimidat
OAc 1. CI3CCN Cl OAc

cl
HO O 2.DBU 7 Ol 05 \\| 6
_ Cl7 g -
~ NH 2
AcO® N OAc CHCL

AcO™ 3y 4 Y0AC

OAc OAc

MS2 MS3

13.6 g (39 mmol, 1 Ag.) MS2 wurden in 150 ml trockenem DCM gel6st und unter Kiihlung bei
0°C mit 14 g (10 mL, 100 mmol, 2.5 Aq.) Trichloracetimidat in kleinen Portionen versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde 1 h bei dieser Temperatur und Uber Nacht bei RT geruihrt. Dann
wurde ein geringer Uberschuss an Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) (6.3 g, 6.4 ml,
41 mmol, 1.05 Ag.) zugesetzt und weitere 30 min bei RT geriihrt. Im Anschluss wurde die
Reaktionslosung unter vermindertem Druck eingeengt und sdulenchromatographisch
(Flashsaule, Cyclohexan : Ethylacetat [2:1]) aufgereinigt. Es wurde ausschlieBlich das

a-Anomer erhalten.

Ausbeute: 10.7 g (21.8 mmol, 56 %)

Habitus: blassgrauer Feststoff
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R : 0.59 ( Cyclohexan: Ethylacetat [1:1])
(Anfarbereagenz: Anisaldehyd/Schwefelsdure)

IH-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.79 (s, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.50 — 5.32 (m, 3H),
4.33 - 4.10 (m, 3H), 2.20 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.01 (s, 3H).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) 5 170.69, 169.92, 169.84, 169.734 (4x -COCHs), 159.85
(C7), 94.61 (C1), 90.60 (C8), 71.30, 68.90, 67.96, 65.47 (C2, C3, C4, C5),
62.15 (C6), 20.92, 20.82, 20.75 (4 x CHs) ppm (Vergl. Lit!6".).

6.2.2.4 MS4 4-Methylumbellifer-7-yl-2.3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranoside
CH,

16
CH,4
= 15 1
al Cl OAc 14 2\ 12
BF;*,Et,O
ol 080 ‘\\\l 0” o on 7 13 . (l)AC
U\ = 0 0" 3 o RN
NH .. .
AcO" - OAc CH,Cl m

OAc AcO™ 3 4 VOAc

MS3 MS4

10.7 g MS3 (21.8 mmol, 1 Aq.) wurden in 50 ml trockenem DCM gelost und nach Zugabe von
7.4 g (42 mmol, 2 Ag.) 7-Hydroxy-4-methylcoumarin und 0.67 g (0.6 ml, 4.7 mmol, 0.2 Aq.)
Bortriflouorid-Dietherat 3 h bei RT geruhrt, bis der grote Teil des Edukts (DC-Kontrolle)
abreagiert hatte. Uberschiissiges 7-Hydroxy-4-methylcoumarin wurde abfiltriert, das Filtrat mit
Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Der Rickstand wurde séulenchromatographisch (Flashséule, Elutionsmittelgradient
Cyclohexan : Ethylacetat [3:1] = [1:1] - [0:1]) aufgereinigt.

Ausbeute: 9.8 g (19.4 mmol, 89 %)
Habitus: blassgelber Feststoff
R : 0.45 ( Cyclohexan: Ethylacetat [3:1])

125



Experimentalteil

(Anfarbereagenz: Anisaldehyd/Schwefelsdure)

IH-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 5 7.54 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H11), 7.12 (d, J = 2.0
Hz, 1H, H8), 7.03 (dd, J = 8.8, 2.1 Hz, 1H, H12), 6.20 (s, 1H, H14), [5.58
(s, 1H), 5.57 — 5.52 (m, 1H), 5.48 — 5.46 (m, 1H), 5.41 — 5.33 (m, 1H) H1,
H2, H3, H4], 4.29 (dd, J = 12.4, 5.8 Hz, 1H, H6), 4.10 — 4.00 (m, 2H, H5,
H6'), 2.42 (s, 3H, 3 x H16), 2.22 (s, 3H, -OAC), 2.05 (s, 9H, 3 x -OAC).
ppm.

BC-NMR: (75 MHz, CDCl3) & 125.79 (C11), 113.44, 113.28 (C14, C12), 104.35
(C8), 95.89 (C1), 69.54, 69.05, 68.66, 65.73(C1, C3, C4, C5), 62.02 (C6),
20.89, 20.70, 20.68, 20.67 (4 x -COCHj3), 18.71 (C16) (vgl. Lit.X%8). Die
Kohlenstoffe C7, C9, C13, C15 sowie die vier Carbonylkohlenstoffe der

Acetalgruppen werden von der Messmethode nicht erfasst.

(DEPT135)

6.2.2.5 MS5 4-Methylumbellifer-7-yl-a-D-mannopyranosid (4-MU-Man)

15 1
/ I4/ C 12
(|)AC NaOMe 13 7 (|)H
f6) o) 0 o) > O 07 9™ Oa O~ .\
?Q\
HOV' 4 YOH

3z

MS4 OAc MS5 OH

(4-MU-Man)
8.8 g (17.4 mmol, 1 Ag.) MS4 sowie 1.8 g Natriummethanolat (33.3 mmol, 1.9 Aq.) wurden
bei RT fur 1 h geriihrt. Dann wurde die Reaktionsmischung mit Amberlite® (H*-Form)
neutralisiert und filtriert. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch (Flashséule,

Isopropanol : Chloroform [1:1]) aufgereinigt.

Ausbeute: 4.5 g (13.3 mmol, 76 %)
Habitus: farbloser Feststoff
R : 0.55 (Isopropanol : Chloroform [1:1])
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FT-IR:

'H-NMR:

13C-NMR:

21 .
[a]5g

HPLC-MS
(ESI)

(Anféarbereagenz: Anisaldehyd/Schwefelsaure)

v [cm™] = 668, 703, 795, 819, 833, 848, 880, 962, 996, 1036, 1068, 1102,
1116, 1144, 1160, 1190, 1273, 1343, 1361, 1388, 1425, 1508, 1562, 1613,
1676, 1696, 2342, 2359, 2896, 3356, 3502, 3568

(300 MHz, DMSO-de) 6 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H, -CH(Ar) 11), 7.14 — 6.97
(m, 2H, 2x -CH(Ar) H8, H12), 6.20 (s, 1H, -CH(Ar) H14), 5.53 (s, 1H, -
CH H1), 3.87 (s, 1H), 3.70 (dd, J = 9.1, 3.0 Hz, 1H), 3.60 (d, J = 11.2 Hz,
1H), 3.58 — 3.46 (m, 1H), 3.46 (dd, J = 10.6, 4.7 Hz, 1H), 3.40 — 3.30 (m,
1H), 2.36 (s, 3H) ppm.

(75 MHz, DMSO0) 6 160.13 (C13), 159.14 (C7), 154.36 (C9), 153.31 (C15),
126.44 (C11), 114.15 (C10), 113.71 (C12), 111.76 (C14), 103.66 (C8),
98.83 (C1), 75.39 (C5), 70.64 (C3), 69.87 (C2), 66.66 (C4), 61.04 (C6),
18.18 (C16) ppm.

139.8 (c =1 in DMSO)
theoretisch 338.10 g/mol, gef. 339.1 g/mol [M+H]

Reinheit: 96.08 %
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6.3 Bicyclische Acetale
6.3.1 Pyridinium p-Toluensulfonat (PPTS)%

\

/
@ _
HN
o

(0]
(6]
\ _OH \ O

AN s”
5 @ N
(¢} + —
N

Zu 23 g Pyridin (0.29 mol, 1.1 Aq) wurden 50 g p-Toluensulfonsaure Monohydrat (0.26 mol,
1 Aqg) in 500 ml Toluol gegeben und diese L6sung fur zwei Stunden refluxiert. Nach Abkuhlen
auf Raumtemperatur fiel das Produkt als weiRer Feststoff aus (51 g, 0.20 mol)). Eine weitere

Fraktion des Produkts war durch Kristallisation aus der Mutterlauge tber Nacht (9 g, 0.035 mol)

zuganglich.
Ausbeute: 60 g (0.24 mol, 92 %)
Habitus: weiler Feststoff
IH-NMR: 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.07 - 8.87 (m, 1H), 8.72 - 8.48 (m, 1H),

8.18 - 8.00 (m, 1H), 7.67 - 7.48 (m, 1H), 7.13 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 2.26 (s,

1H) ppm. (Identisch mit einer authentischen Probe von TCI-Chemicals).

6.3.2 Testsystem AO bzw. BO

A0 BO
0 HS PPTS S 0 0
HO
SH

15 mmol 3,4-Dihydro-2H-pyran (1.26 g bzw. 1.37 ml, 1.5 Aq) wurden zu einer L6sung aus
10 mmol 3-Mercapto-1-ethanol (0.92 g bzw. 0.86 ml, 1 Ag) in 100 ml Dichlormethan sowie 1
mmol (0.25 g) frisch hergestelltes PPTS 8 h bei RT geruhrt. Dann wurde die
Reaktionsmischung mit halbgeséttigter Kochsalzlésung gewaschen, um den Katalysator zu
entfernen. Das Dichlormethan wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand

saulenchromatographisch gereinigt (Petrolether5 : Ethylacetatl). Es zeigt sich, dass nicht das
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bicyclische O,S-Acetal A0 sondern das monocyclische O,0-Acetal BO entstanden war (siehe
Kapitel 3.1.1.1.3: Synthese von L039).

Ausbeute: 1.08 g (6.7 mmol, 67 %)

Habitus: klares, farbloses Ol

Ry : 0.82 (Petrolether : Ethylacetat [3:1])

IH-NMR;: IH NMR (300 MHz, DMSO-de) & 4.60 (t, J = 3.4 Hz, 1H), 3.83 - 3.37 (m,

3H), 2.71 - 2.57 (m, 3H), 2.28 (s, 1H), 1.81 - 1.35 (m, 6H) ppm.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, DMSO) & 97.62 (CHacetal), 68.42 (CH2), 61.04 (CHo),
29.90 (CHy), 24.74 (CH>), 23.44 (CH2), 18.79 (CH2) ppm.

6.3.3 ALl (E)-((2-Chlorovinyl)sulfonyl)benzen!?*

2 4
_ NaOMe /@ H,0, cl o @ .
)\/ )\/ E]Sesslg }K/\\S

Schwefelsdure Cl

Ala 2.2-Dichlorophenylsulfan

Zu einer Suspension aus 4.80 g (88.8 mmol, 1.03 Aq) Natriummethanolat in 40 mL DMF
wurden unter Kiihlung bei 15 °C 9.45 g Thiophenol (8.8 mL, 86.2 mmol, 1 Aq) zugesetzt und
15 min bei dieser Temperatur geriihrt. Dann wurden 34.6 g (24 mL, 259 mmol, 3 Aq) 1,1,2-
Trichlorethan portionsweise zugesetzt und die Reaktionsmischung auf 60 °C erwarmt und 3.5
h bei dieser Temperatur geriihrt, dann auf RT abgekihlt, in 140 mL Eiswasser gegossen und
zwischen Wasser und 140 mL Petrolether verteilt. Die organische Phase wurde abgetrennt und
die wassrige Phase drei Mal mit Petrolether extrahiert. Die vereinten organischen Extrakte
wurden zweimal mit 5%iger, wassriger Natriumhydroxidlésung gewaschen, mit
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt.

Das so gewonnen Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung zu Alb) umgesetzt.
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Ausbeute: 16.4 g (79.6 mmol, 89.6 %)
Habitus: blassgelbes Ol
IH-NMR: 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.53 - 7.22 (m, 5H, Arom.), 5.63 (t,

J=6.4Hz, 1H, Cl,.CH-), 3.58 (d, J = 6.4 Hz, 2H, -SCH2-) ppm.

6.3.4 Alb ((2.2-Dichloroethyl)sulfonyl)benzen:

Das Rohprodukt aus Ala (6 g, 56.3 mmol, 1 Aq) wurde in 90 ml Eisessig mit 1.3 mL konz.
Schwefelsdure versetzt und 5 min. gerihrt. Dann wurden 13 ml 30%ige wassrige
Wasserstoffperoxidlosung ohne Kihlung Uber einen Zeitraum von 20 min. Uber einen
Rickflusskuhler zugesetzt, ohne dass die Ldsung zu sieden begann. Weitere 13 mL
Wasserstoffperoxidlésung wurden dann in funf Portionen so zugesetzt, dass das nun
einsetzende Sieden jeweils wieder abklang. Nach beendeter Zugabe wurde die Losung weitere
30 min gerthrt, bevor sie in 500 mL kaltes Wasser eingegossen wurde. Dabei fiel das Produkt
als weiller Feststoff aus. Es wurde abfiltriert, sorgfaltig mit Wasser gewaschen, im

Hochvakuum getrocknet und ohne Aufreinigung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 13.4 g (56.3 mmol, 70.7 %)
Habitus: farbloser Feststoff
IH-NMR: 'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.98 - 7.91 (m, 2H, H2"&H6"), 7.75

-7.67 (m, 1H, H-4"), 7.65 - 7.55 (m, 2H, H-3°&5"), 6.09 (t, J = 6.2 Hz, 1H,
H2), 3.97 (d, J = 6.2 Hz, 2H, H1) ppm.
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6.3.5 A2 (E)-((2-Chlorovinyl)sulfonyl)benzen

5
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Al b) A2

13.4 g Sulfon aus A2 (56.3 mmol, 1 Aq) wurden in einer Mischung aus 180 ml trockenem

Diethylether und 18 ml trockenem Dichlormethan gelost, auf 15 °C abgekihlt und tber einen

Zeitraum von 20 min unter Kiihlung mit 9.3 mL Triethylamin (6.79 g, 61.1 mmol, 1.2 Aq)

versetzt. Dann wurden weitere 30 min gerlhrt, bevor die Reaktionsldsung dann mit 150 mL

0.5 M wassriger Schwefelsaure gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet wurde. Das

Losemittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das so entstandene Rohprodukt wurde

dreimal aus Petrolether umkristallisiert.

Ausbeute: 11.01 g (54.3 mmol, 91.5 %)

Habitus: weile bis blassgelbe Kristalle

R : 0.82 (Petrolether : Ethylacetat [3:1])

IH-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) § 7.95 - 7.85 (m, 2H, H2 +H6"), 7.72 - 7.64 (m,

1H, H4"), 7.62 - 7.54 (m, 2H, H3'+H5"), 7.46 (d, J = 13.1 Hz, 1H, H2),

6.75 (d, J = 13.1 Hz, 1H, H1) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & 139.50 (C1), 136.22 (C3"), 134.03 (C2), 133.81 (C1),

129.56 (C3'+C5), 127.79 (C1°+C6") ppm.
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6.3.6 A3 (R,E)-2-(((2-(Phenylsulfonyl)vinyl)oxy)methyl)oxiran'"

o NaH/THF H ol
N > 1
H —_ 0
SO,Ph p
Cl/\/ ) \2/\S %

.o 27
OH O// !
A2 3
e

A3

Zu 650 mg Natriumhydrid (in Form von 1.08 g 60%ige Dispersion in Mineral6l, 16.3 mmol,
1.3 Aq) in 8 mL trockenem THF wurden im Aceton-Stickstoffbad bei -25°C unter Schutzgas
eine Losung aus 0.82 ml (S)-Glycidol (917 mg, 12.4 mmol, 1 Aqg) in 8 mL trockenem THF
zugegeben. Diese Mischung wurde 30 min bei dieser Temperatur geruhrt, bis eine Lésung aus
3.0 g A2 in 15 mL trockenem THF langsam zugetropft wurde, was eine deutliche
Blasenentwicklung zur Folge hatte. Nach beendeter Zugabe wurde so lange bei -25 °C weiter
geruhrt, bis die Blasenentwicklung beendet war (20 min). Dann wurde die Reaktionsmischung
auf 0°C aufgewdarmt und die Reaktion durch Zugabe von 15 mL gesattigter, wassriger
Ammoniumchloridlésung gequencht. Das so erhaltene Reaktionsgemisch wurde dreimal mit
Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet
und der Ether unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde

saulenchromatographisch aufgereinigt (Flashséaule, Elutionsmittel: Petrolether : Ethylacetat

[4:1]).

Ausbeute: 1.67 g (6.95 mmol, 56 %)

Habitus: schwach gelbes Ol

R : 0.42 (Petrolether : Ethylacetat [1:1])

'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) & 7.91 - 7.84 (m, 2H, H-2&6), 7.62 - 7.47 (m,

4H,H-3',4°,5",2),5.77 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H1), 4.17 (dd, J = 11.6, 2.6 Hz,
1H, H1'a), 3.75 (dd, J = 11.6, 6.1 Hz, 1H, H1'b), 3.27 - 3.20 (m, 1H, H3"a),
2.89 - 2.84 (m, 1H, H3'b), 2.65 (dd, J = 4.8, 2.6 Hz, 1H, H2") ppm.
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6.3.7 A4 (3S)-4-Phenylsulfonyl-2,3-dihydrofuran-3-methanol*”

HO s
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=0 —_— O\\S o
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Y 6, 1
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5 2
4 3
A3 A4

Zu einer Losung von A4 (1.4 g, 5.8 mmol, 1 Aq) in 33 mL THF wurden bei -78 °C 7 mL
LHDMS (1.3 M Lésung in Hexan, 9.1 mmol, 1.6 Aq) zugegeben und dann unter Riihren
langsam auf 0 °C erwarmt. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 35 mL geséttigter,
wassriger Ammoniumsulfatlésung gequencht, dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen mit Magnesium getrocknet. Nach Entfernung des Lésemittels
unter vermindertem Druck wurde der Ruckstand sdulenchromatographisch aufgereinigt
(Flashséule, Elutionsmittel: Petrolether : Ethylacetat [1:1]).

Ausbeute: 810 mg (3.37 mmol, 58 %)

Habitus: gelbes Ol

R : 0.34 (Petrolether : Ethylacetat [1:1])

'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.95 - 7.88 (m, 2H, H-2"&6™"), 7.68 - 7.51

(m, 3H, H-3"",4"" 57"), 7.34 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-5"), 4.66 (dd, J = 10.7,
9.6 Hz, 1H, H-5"a), 4.48 (dd, J = 9.6, 7.3 Hz, 1H, H-5'b), 3.77 (dd, J =
11.7,4.2 Hz, 1H, H-1a), 3.68 (dd, J = 11.7, 5.1 Hz, 1H, H-1b), 3.21 - 3.10
(m, 1H, H-3") ppm.

1B3C-NMR: (75 MHz, CDCl3) 6 159.66(C-57), 140.65(C-1""), 133.54(C-4""), 129.52(C-
37&57), 127.42(C-2°&6""), 118.33(C-47), 77.39(C-2"), 63.32(C-1),
44.29(C-3) ppm.
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6.3.8 C1 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-thiopseudoharnstoff

NH,

(0] Br 6
AcO s 0| WSz NH
H,N s AcO : \I%
. _—
AcO OAc - 2 NH,
AcO' 4 Y73 OAc

OAc
OAc

C1

32 g Peracetyliertes Mannosebromid (78 mmol, 1 Ag.) wurden mit 6 g Thiourea (79 mmol,
1.01 Ag.) und 300 mg (0.8 mmol, 0.01 Ag.) Tetrabutylammoniumiodid in 150 ml Acetonitril
fir 6 h unter Ruckfluss gekocht. Die Reaktionsmischung wurde abgekihlt und tber Celite
abgesaugt. Die festen Rickstdande wurden mit Aceton gewaschen und alle organischen Phasen
am Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieBend sdulenchromatograpgisch aufgereinigt
(Flashséule Ethylacetat : Methanol : Triethylamin [10 : 1 : 0.1 %]. Dabei wurden diverse
Fraktionen einer Mischung aus mindestens vier Substanzen gewonnen. Aus dreien davon

kristallisierte Uber Nacht das Produkt aus.

Ausbeute: 3.5 ¢ (8.9 mmol, 11 %)
Habitus: farblose, nadelférmige Kristalle
'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) 6 9.36 (s, 3H, -NH/-NH>), 6.33 (d, J = 1.3 Hz, 1H,

H1), 5.36 (dd, J = 3.3, 1.3 Hz, 1H, H2), 5.18 (t*, J = 9.9 Hz, 1H, H4), 5.06
(dd, J = 10.0, 3.4 Hz, 1H, H3), 4.37 — 4.28 (m, 1H, H5), 4.23 (dd, J = 12.4,
5.2 Hz, 1H, H6), 4.09 (dd, J = 12.3, 2.0 Hz, 1H, H6"), [2.15 (s, 3H), 2.04
(s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.96 (s, 3H) 4x MeAc] ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hdherer
Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, DMSO) § [169.99, 169.66, 169.41, 169.30 (4 X
MeOOC-)], 164.80 (C7), 81.36 (C1), 70.68 (C5), 68.71 (C2), 68.47 (C3),
64.98 (C4), 61.36, [20.55, 20.51, 20.46, 20.39 (4 x HsC-Ac)] ppm.
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6.3.9 C22,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose

6

s O, wSH
O .S NH AcO .
AcO : \f Na,S,05 )
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= NH, AcOM 4T YOAc
AcO" OAc
OAc
OAc
C1 C2

3.3 g C1 (8 mmol, 1 Ag.) wurden in einer Mischung aus 43 mL Wasser und 13 ml DCM sowie
4.3 g Natriumpyrosulfit (23 mmol, 3 Ag.) eine Stunde refluxiert. Dann wurde die organische
Phase abgetrennt und mit geséttigter Natriumchloridlésung sowie mit Wasser gewaschen und
getrocknet. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der blass-gelbe

Ruckstand ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 2.96 g (8 mmol, quant.)
Habitus: blassgelbes Harz
'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) & 5.55 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 5.37 — 5.25 (m, 3H),

4.41 — 4.24 (m, 2H), 4.11 (dd, J = 12.0, 1.6 Hz, 1H, H6"), 2.27 (d, J = 6.8
Hz, 1H, -SH), 2.17 — 2.12 (m, 3H), 2.11 — 2.07 (m, 3H), 2.06 — 2.02 (m,
3H), 2.01 -1.97 (m, 3H) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) §[170.74,170.01, 169.96, 169.74 (4 x MeOOC-)], 77.10
(C1), 71.99 (C3), 69.78 (C5), [68.64, 66.22 (C2, C4)], 62.28 (C6), [20.99,
20.85, 20.80, 20.72 (4 x H3C-Ac)] ppm.

6.3.10 C3 2-Chlorethyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-a-D-mannopyranose

0 .SH 6 0 S
AcO - Cl\/\Br AcO ] o %Cl
T
2
AcO™ OAc K2CO; AcOM 4 " YOAc

OAc OAc

In Anlehnung an eine Vorschrift von Kruger et al.1”* wurden 2.96 g C2 (8 mmol, 1 Aq.) in 16
mL Aceton mit 4,6 g (2.7 ml, 24 mmol, 4 Aqg.) 1-Bromo-2-Chloroethan sowie mit 1.3 g
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Kaliumcarbonat (9.6 mmol, 1.2 Aq.) in 12 mL Wasser versetzt und 1 h bei RT geriihrt. Dann
wurde mit Wasser und Ethylacetat aufgegossen. Die organische Phase wurde abgetrennt, die
waéssrige nochmals mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte
getrocknet und am  Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand  wurde

saulenchromatographisch aufgereinigt (Flashséule, Cyclohexan : Ethylacetat [6:1])

Ausbeute: 2.2 g (5.2 mmol, 65 %)

Habitus: weiles Pulver

R : 0.81 (Cyclohexan : Ethylacetat [1:1])

'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 6 5.33 (dd, J = 2.9, 1.5 Hz, 1H; H2), 5.30 (d, J

=1.5Hz 1H, H1), 5.28 — 5.17 (m, 2H, H3, H4), 4.38 (ddd, J = 8.7, 6.3, 1.9
Hz, 1H, H5), 4.28 (dd, J = 12.1, 6.2 Hz, 1H, H6), 4.11 (dd, J = 12.1, 2.1
Hz, 1H, H6"), 3.80 — 3.58 (m, 2H, 2x H8), 3.10 — 2.88 (m, 2H, 2 x H7),
[2.16 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.98 (s, 3H) (4 x H3C-Ac)] ppm.

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) § [170.64, 170.01, 169.86, 169.82 (4 x MeOOC-)], 83.33
(C1), 70.90 (C2), 69.46 (C5), 69.33 (C3), 66.41 (C4), 62.63 (C6), 42.70

(C8), 34.08 (C7), [20.99, 20.82, 20.81, 20.72 (4 x HsC-Ac)] ppm.

[a]8o: +84.02° (C =1 in Chloroform)
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6.3.11 trans-2,3-Dibrompyran (DBP)

le) 5 O Br (0] Br
O Br2 U (I
| — +
4 2ll/Blr Br
3
88% rac 12% rac

Zu 0.9 mL Brom (2.81 g, 17.6 mmol, 1 Aqg.) in 50 mL Pentan wurde bei -60 °C so lange 3,4-
Dihydropyran zugetropft (ca. 4 mL, 3.72 g, 44 mmol, 2.5 Aq.), bis die Gelbfarbung durch das
Brom génzlich verschwunden war. Da sich Dihydropyran bei dieser Temperatur quasi nicht in
Pentan 16st, das Produkt allerding schon, wurde die Pentanphase abgegossen und destillativ
aufgereinigt. Dabei konnte zuerst das racemische Gemisch von cis-2,3-Dibrompyran als
Rohprodukt abgetennt werden. Im Anschluss wurden eine leicht verunreinigte und eine reine

Fraktion des Hauptprodukts trans-2,3-Dihbrompyran als racemisches Gemisch erhalten.

Ausbeute: 2.4 g (9.8 mmol, 55.7 %)
Habitus: blassgelbes bis farbloses, klares Ol
'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 6 6.69 (s(br), 1H, H1), 4.59 (s(br), 1H, H2),

4.10 — 3.88 (M, 2H, 2x H5), 2.78 — 2.62 (m, 1H, H3), 2.44 — 2.26 (m, 1H,
H4), 2.07 — 1.97 (m, 1H, H3"), 1.64 — 1.51 (m, 1H, H4") ppm.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 8 91.74 (C1), 63.79 (C5), 50.51 (C2), 25.69
(C3), 19.58 (C4) ppm (vgl Lit.1%),

6.3.12 1,4-dioxa-8-thiaspiro[4.5]decan (pMSP)

(0}

4 4
(0] 3 O
+ /\/OH —_— fﬁ
+ HO 2 2
1 1
S

S

In Anlehnung an eine allgemeine Arbeitsvorschrift!’? wurden 0.5 g Tetrahydro-4H-thiopyran-
4-on (4.3 mmol, 1 Aq.) in 5 ml Toluol gel6st, mit 320 mg (5,2 mmol, 1.2 Aq.) Ethylenglycol

sowie ca. 50 mg p-Toluensulfonsdure versetzt und 8 h am Wasserabscheider zum Sieden erhitzt.
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Dann wurde die Reaktionsmischung abgekihlt, mehrfach mit verd. Natronlauge gewaschen,
mit Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde mit Pentan versetzt und das Produkt bei -80 °C kristallisiert.

Ausbeute: 453 mg (2.8 mmol, 67 %)
Habitus: farblose Nadelkristalle unterhalb 10 °C, dartiber farblose Flussigkeit
IH-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) & 3.87 (s, 4H, H4), 2.73 — 2.61 (m, 4H, H1), 1.86 —

1.71 (m, 4H, H2).

13C-NMR: (75 MHz, DMSO) & 106.38 (C3), 63.81 (C4), 36.48 (C2), 26.29 (C1). ppm.
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6.4 Monocyclische N,O-Acetale

Auf Mannosebasis (HAM):

Tabelle 10: Ubersicht der synthetisierten monocyclischen N,O-Acetale auf Mannose-Basis

©

o

HAM-B1 HAM-BS
HO O
_N
B o8
o H HAM-B2 HAM-B9
HO AR
HOY OH
OH OH \Ajr‘
\Aﬁj (6] Ov
An der mit * I
markierten Stelle trat
in Losung teilweise HAM-B3 HAM-B11
Anomerisierung ein
(N o
S 0"
HAM-B6 HAM-B16
OH :j
}i[f:] [ :]\ OH
(6]
HAM-B7 HAM-B18

OH

¥
HAM-B21

LGN

HAM-B22

¥
HAM-B24

L

HAM-B95

T

HAM-B96
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Auf 2-Deoxyglucosebasis (HAJG)

Tabelle 11: Ubersicht der synthetisierten monocyclischen N,O-Acetale auf 2-Deoxyglucose-Basis

R=
OH
© \© \©\/\OH
HAJG-B1 HAJG-B7 HAJGM-B22
HO (6] rﬁf
O * E\ T:(é :ﬁj o
HO R

HOY

ot HAdG -B2 HAdG -B8 HAJGM-B24
an der mit *

markrieten Stelle trat OH }95
in Losung teilweise \©/go OH f@\/ﬁ\
Anomerisierung ein. 0 OH

HAdJG-B3 HAdJG-B18 HAJGM-B96

140



Experimentalteil

6.4.1 Generelle Arbeitsvorschrift

HO H A HO ¥ SR
. + HN/R —
\ 2 G
HO' R HO' R

OH OH
In Anlehnung an Wang et al.'*°

1 Aqg. Zucker sowie 1 Ag. Amin wurden in 6 ml einer Mischung aus 95 %(Vol.) Ethanol, 5 %
Wasser sowie 0.1 % Essigsaure im verschlossenen Vial bei 65 °C fiir 3 h gerlihrt. Dann wurde
die Reaktionsmischung abgekihlt das Produkt je nach Beschaffenheit entweder direkt
abgetrennt oder umkristallisiert.

6.4.2 HAM-B1 (2R,3S,4S,5S,6R(S))-2-(hydroxymethyl)-6-(phenylamino)tetrahydro-
2H-pyran-3,4,5-triol

6 H 8 6 H 8
HO s O 1N 0 Ho s O u N 0
! 12 10 ! 12 10
HOY 3y 2YOH Y HOY' Sy 2YOH Y
OH OH
f-Form a-Form

AnsatzgrofRe: 245 mg D-Mannose  (1.36 mmol)
127 mg Anilin (1.36 mmol)
Aufreinigung:  Das Produkt wurde aus der Reaktionslésung kristallisiert.

Anmerkungen: Das Produkt wird als reine g-Form isoliert (Kristallstruktur), anomerisiert
allerdings in Lésung und liegt im Gleichgewicht als Anomerengemisch

von 31 % a- und 69 % S-Anomer vor
Ausbeute: 184 mg (0.72 mmol, 53 %)

Habitus: weiler Feststoff
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FT-IR

'H-NMR:

1BC-NMR:

24 .
[a]5go

7 [cm™] =690, 746, 773, 837, 871, 888, 935, 989, 1027, 1038, 1060, 1073,
1108, 1142, 1181, 1256, 1278, 1311, 1356, 1441, 1512, 1585, 1604, 2844,
2900, 2977, 3335, 3410, 3525.

IH NMR (300 MHz, DMSO-dg) & 7.18 — 6.97 (m, 2H, H9&11 a+p), 6.81
(d, J=7.7 Hz, 2H, H8&12 a), 6.73 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H8&12 f), 6.62 (t,
J=7.3Hz, 1H, H10 a+p), 6.30 (d, J = 5.6 Hz,1H, -NH ), 5.74 (d, J = 9.7
Hz, 1H, -NH f), 4.89 — 4.49 (m, 4H, H1 + 3x -OH a+f), 4.42 — 4.20 (m,
1H, -OH a+f), 3.83 —3.28 (M, 5(6)H, H 2, 3, 4, 2x H6 o+ (sowie H5 a),
3.22 - 3.06 (m, 1H, H5 ) ppm.

B-Anomer (75 MHz, DMSO) 5 146.33 (C7), 128.84 (C9&11), 117.34
(C10), 113.65 (C8&12), 81.40 (C1), 78.28 (C5), 74.53 (C3), 71.23 (C4),
67.14 (C2), 61.28 (C6) ppm.

a-Anomer (75 MHz, DMSO) & 147.14 (C7), 128.77 (C9&11), 117.12
(C10), 113.43 (C8&12), 83.81 (C1), [72.81, 71.08, 70.70, 67.87 (C2, C3,
C4, C5)], 61.36 (C6) ppm.

-46.94° (c =1in DMSO als a / p Gemisch [2.9:7.1])
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6.4.3 HAM-B2 2-(((2R,3S,4S,5S,6R)-3.4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-

2H-pyran-2-yl)amino)benzoesaure

HO_13_.0
GO 1 % 7 N
HO 9
n 12 10
HOV' 3y  2YOH Y
OH
AnsatzgrofRe: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

186 mg 2-Aminobenzoeséure (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt als Feststoff abgetrennt und mit Ethanol

gewaschen
Ausbeute: 272 mg (0.91 mmol, 67 %)
Habitus: hellbrauner Feststoff
FT-IR v [em™] = 754, 774, 881, 912, 964, 1010, 1040, 1065, 1092, 1123, 1143,

1164, 1231, 1318, 1377, 1455, 1520, 1581, 1605, 1673, 2340, 2359.

IH-NMR: 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 12.61 (s(br), 1H, -COOH), 8.65 (d, J =
8.9 Hz, 1H, -NH), 7.79 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H, H12), 7.55 — 7.23 (m, 1H,
H10), 6.89 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H9), 6.71 — 6.58 (m, 1H, H11), 4.97 — 4.85
(M, 2H, H1 + -OH), 4.84 — 4.66 (m, 2H, 2x -OH), 4.44 — 4.24 (m, 1H,
-OH), 3.77 — 3.71 (m, 1H, H2), 3.70 — 3.59 (m, 1H, H6), 3.52 — 3.27 (m,
3H, H6", H3, H4)), 3.25 — 3.12 (m, 1H, H5).

13C-NMR: (75 MHz, DMSO) 5§ 169.39 (C13), 148.91 (C7), 134.11 (C10), 131.39
(C12), 115.74 (C11), 113.26 (C9), 111.18 (C8), 80.23 (C1), 77.89 (C5),
74.33 (C3), 70.88 (C4), 66.90 (C2), 61.18 (C6).

[a]§‘§9 . -65.01° (c =1 in DMSO)
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6.4.4 HAM-B3 3-(((3S,4S,5S,6R(S))-3,4,5-Trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)amino)benzoesaure

s O N@/& s O an \©/§
12 12
2 YOH /\QZ\OH

p-Form a-Form

Ansatzgrofle: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

186 mg 3-Aminobenzoesdure (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt als Feststoff abgetrennt und mit Ethanol

gewaschen

Anmerkungen: Das Produkt wird vermutlich als reine p-Form isoliert, anomerisiert
allerdings in Losung und liegt im NMR als Anomerengemisch von 25 %

a- und 75 % S-Anomer vor

Ausbeute: 169 mg (0.56 mmol, 42 %)
Habitus: weiler Feststoff
FT-IR v [cm™] =666, 686, 710, 762, 773, 808, 866, 888, 904, 956, 1014, 1061,

1083, 1116, 1141, 1196, 1237, 1266, 1313, 1384, 1450, 1488, 1529, 1585,
1610, 1640, 1977, 2360, 2833, 2932, 2947, 3342, 3564.

IH-NMR: B-Anomer (300 MHz, DMSO-d6) & 12.68 (s, 1H, -COOH), 7.32 (s, 1H,
H8), 7.21 (s(br), 2H, H10, H11), 7.02 - 6.92 (m, 1H, H12), 6.10 (d, J=9.4
Hz, 1H, -NH), 4.78 (d, J = 9.3 Hz, 3H, H1, 2x -OH), 4.34 (s, 1H, -OH),
3.73 (s, 2H, H4, H6), 3.57 — 3.24 (m, 4H, H2, H3, H6", -OH), 3.22 — 3.07
(m, 1H, H5) ppm.

a-Anomer (300 MHz, DMSO-d6) & 12.68 (s, 1H, -COOH), 7.41 (s, 1H,
H8), 7.17 (s(br), 2H, H10, H11), 7.05 (s, 1H, H12), 6.60 (d, J = 5.7 Hz,
1H, -NH), 4.88 (d, J = 4.8 Hz, 3H, H1, 2x -OH), 4.41 — 4.21 (m, 1H, -
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13C-NMR:

24 .
[a]5go

OH), 3.73-3.26 (m, 6H, H2, H3, H4, H6, H6", -OH), 3.20 — 3.10 (m, 1H,
H5) ppm.

B-Anomer (75 MHz, DMSO) & 167.83 (C13), 146.62 (C7), 131.37 (C9),
128.92 (C11), 118.31 (C10), 117.89 (C12), 114.24 (C8), 81.41 (C1), 77.94
(C5), 74.40 (C3), 71.13 (C4), 67.06 (C2), 61.23 (C6) ppm.

a-Anomer (75 MHz, DMSO) § 167.86 (C13), 147.15 (C7), 131.27 (C9),
128.95 (C11), 118.31 (C10), 117.89 (C12), 114.24 (C8), 83.51 (C1),
[73.00, 70.99, 70.57, 67.68 (C2, C3, C4, C5)], 61.18 (C6) ppm.

-97.35° (¢ = 1 in DMSO)

6.4.5 HAM-B6 4-(((2R,3S,4S,5S,6R)-3,4,5-Trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)amino)benzonitril

Ansatzgrofle:

Aufreinigung:

Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

6 H
s O 14N
HO 9
4 10
12
HO' 3y 27OH Hc\\\N
OH ‘
245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

160 mg 4-Aminobenzonitril  (1.36 mmol)

Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslésung abgetrennt und mit

Ethanol gewaschen.
300 mg (1.1 mmol, 79 %)
Farbloser Feststoff

7 [cm™] = 835, 879, 934, 990, 1035, 1059, 1075, 1107, 1142, 1182, 1230,
1261, 1279, 1318, 1333, 1358, 1492, 1523, 1576, 1608, 2217, 2341, 2359,
2854, 2901, 2976, 3077, 3242, 3350, 3400, 3533.
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'H-NMR:

13C-NMR:

24 .
[a]5go

(300 MHz, DMSO-d6) & 7.49 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H9&11), 6.87 (d, J = 8.8
Hz, 2H, H8&12), 6.83 (d, J = 8.8 Hz, 1H, -NH), 4.87 (d, J = 5.4 Hz, 1H,
-OH), 4.85 — 4.73 (m, 3H, H1, 2x -OH), 4.40 (dd, J = 5.8, 5.3 Hz, 1H,
-OH), 3.73 (dd, J = 4.9, 1.8 Hz, 1H, H4), 3.66 (ddd, J = 11.4, 5.3, 1.8 Hz,
1H, H6), 3.50 — 3.30 (m, 3H, H2, H3, H6), 3.22 — 3.14 (m, 1H, H5) ppm.

(75 MHz, DMSO) & 150.66 (C7), 133.30 (C9&11), 120.44 (C13), 113.78
(C8&12), 97.90 (C10), 80.80 (C1), 78.07 (C5), 74.28 (C3), 70.84 (C4),
66.97 (C2), 61.24 (C6) ppm.

-142.84° (c = 1 in DMSO)

6.46 HAM-B7 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((2-hydroxyphenyl)-
amino)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol

Ansatzgrolie:

Aufreinigung:

Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

OH

< s O I%\ 7 ig
HO 9

4
v 12 10
:O‘\gOH o
OH

245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

148 mg 2-Aminophenol  (1.36 mmol)

Das Rohprodukt wurde direkt aus der Reaktionsmischung abgetrennt und

aus Ethanol umkristallisiert.
229 mg (0.84 mmol, 62 %)
farbloser Feststoff

7 [cm™] = 668, 700, 726, 749, 758, 804, 840, 856, 877, 895, 932, 982,
1025, 1042, 1060, 1076, 1102, 1139, 1159, 1181, 1223, 1254, 1270, 1280,
1314, 1345, 1373, 1400, 1464, 1480, 1513, 1590, 1610, 2342, 2359, 2850,
2898, 2940, 2962, 2989, 3035, 3200, 3286, 3302, 3394, 3497, 3549.
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'H-NMR:

BC-NMR:

24 .
[a]5ge

(300 MHz, DMSO-d6) § 9.31 (s, 1H, -ArOH), 6.77 — 6.58 (m, 3H, H9,
H10, H12), 6.48 (ddd, J = 7.3, 2.0 Hz, 1H, H12), 5.35 (d, J = 10.5 Hz, 1H,
-NH), 4.96 (d, J = 5.3 Hz, 1H, -OH), 4.79 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H1), 4.75
(d, J =5.0 Hz, 1H, -OH), 4.70 (d, J = 4.5 Hz, 1H, -OH), 4.28 (dd, J = 6.4,
5.2 Hz, 1H, -OH), 3.78 — 3.68 (m, 1H, H4), 3.63 (ddd, J = 11.5, 5.2, 2.2
Hz, 1H, H6), 3.50 — 3.35 (m, 3H, H2, H3, H6"), 3.19 — 3.07 (m, 1H, H5)
ppm.

(75 MHz, DMSO) & 143.93 (C8), 134.35 (C7), 119.26 (C10), 116.86
(C11), 113.57 (C12), 111.63 (C9), 80.30 (C1), 77.52 (C5), 74.27 (C3),
70.90 (C4), 66.83 (C2), 60.92 (C6) ppm.

-119.42° (¢ = 1 in DMSO)

6.4.7 HAM-B8 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((3-
hydroxyphenyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol

Ansatzgrofe:

Aufreinigung:

Ausbeute:

Habitus:

245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

148 mg 3-Aminophenol  (1.36 mmol)

Beim Abkuhlen entsteht ein polymeres Gel, welches durch Erwarmen aus
dem Reaktionsgefal in einen Rundkolben Gberfiihrt und mit Acetonitril
aufgekocht wurde, wobei das Produkt als Feststoff ausféllt. Dieses wird

abfiltriert und getrocknet.
315 mg (1.16 mmol, 85 %)

blassgelber Feststoff
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FT-IR

'H-NMR:

13C-NMR:

24 .
[a]5ge

7 [cm™] = 668, 690, 721, 772, 800, 865, 896, 932, 991, 1036, 1061, 1074,
1083, 1108, 1140, 1162, 1186, 1231, 1250, 1294, 1315, 1338, 1357, 1374,
1400, 1462, 1496, 1519, 1585, 1620, 2342, 2359, 2696, 2849, 2884, 2904,
2929, 2957, 2975, 3061, 3230, 3340, 3399, 3502.

(300 MHz, DMSO-d6) 5 8.95 (s, 1H, -ArOH), 6.86 (dd, J = 7.9, 8.0 Hz,
1H, H11)), 6.20 — 6.12 (m, 2H, H10 oder H12, H8), 6.06 (dd, J = 7.7, 1.6
Hz, 1H, H10 oder H12), 5.58 (d, J = 9.7 Hz, 1H, -NH), 4.77 (d, J = 5.2 Hz,
1H, -OH), 4.71 — 4.63 (m, 3H, H1, 2x -OH), 4.30 (dd, J = 5.8, 5.3 Hz, 1H,
-OH), 3.75—3.67 (m, 1H, H4), 3.67 — 3.60 (m, 1H, H6), 3.45 (dd, J = 11.6,
5.8 Hz, 1H, H6"), 3.41 — 3.37 (m, 2H, H3, H2), 3.17 — 3.05 (m, 1H, H5)

ppm.

(75 MHz, DMSO) & 158.11 (C9), 147.58 (C14), 129.46 (C11), [105.03,
104.81 (C10&12)], 100.64 (C8), 81.49 (C1), 77.87 (C5), 74.49 (C3), 71.22
(C4), 67.08 (C2), 61.25 (C6) ppm.

-121.47° (c = 1 in DMSO)
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6.4.8 HAM-B9 3-(((2R,3S,4S,5S,6R)-3,4,5-Trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)amino)benzonitril

Ansatzgrofle: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

160 mg 3-Aminobenzonitril  (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionsmischung abgetrennt und mit

Ethanol gewaschen.

Ausbeute: 372 mg (1.33 mmol, 98 %)
Habitus: blassbrauner, feinkristalliner Feststoff
FT-IR v [cm™] = 683, 719, 744, 791, 853, 879, 897, 925, 940, 994, 1035, 1048,

1058, 1075, 1082, 1108, 1140, 1188, 1206, 1232, 1258, 1280, 1316, 1349,
1361, 1376, 1396, 1461, 1486, 1521, 1584, 1598, 2161, 2225, 2343, 2360,
2875, 2898, 2932, 2957, 2973, 3060, 3082, 3215, 3340, 3388, 3521.

IH-NMR: 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 7.27 (dd, J = 7.9 Hz, 1H, H9), 7.13
(s(br), 1H, H12)), 7.09 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 1H, H8), 7.02 (d, J = 7.5 Hz,
1H, H10), 6.42 (d, J = 9.3 Hz, 1H, -NH), 4.85 (d, J = 5.4 Hz, 1H, -OH),
4.83 —4.74 (M, 3H, H1, 2x -OH), 4.38 (dd, J = 5.8 Hz, 5.4 1H, -OH), 3.72
(dd, J = 5.0, 2.3 Hz, 1H, H4), 3.66 (ddd, J = 11.4, 5.4, 2.0 Hz, 1H, H6),
3.47 —3.31 (m, 3H, H2, H3, H6"), 3.25 — 3.15 (m, 1H, H5) ppm.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, DMSO) § 147.31 (C7), 129.95 (C9), 120.53 (C10),
119.59 (C13), 118.56 (C8), 115.99 (C12), 111.51 (C11), 80.94 (C1), 77.94
(C5), 74.36 (C3), 70.96 (C4), 67.04 (C2), 61.27 (C6) ppm.

[a] 22, -114.26° (c = 1 in DMSO)
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6.49 HAM-B11 Ethyl-4-(((2R,3S,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)amino)benzoat

H
6
s 0 N7 A
HO 9
\4\ 12 05 04 -5
HO'' 3y 2YoH Y
OH (6]

Ansatzgrofle: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

225 mg 2-Aminophenol  (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslésung abgetrennt und mit

Ethanol gewaschen

Ausbeute: 66 mg (0.20 mmol, 15 %)
Habitus: farbloser, feinkristalliner Feststoff
FT-IR 7 [cm™] =696, 769, 843, 853, 882, 901, 936, 992, 1033, 1059, 1075, 1104,

1125, 1143, 1178, 1260, 1276, 1311, 1367, 1401, 1420, 1451, 1473, 1496,
1524, 1580, 1607, 1685, 1705, 2341, 2360, 2847, 2902, 2937, 2978, 2995,
3233, 3333, 3403, 3512.

IH-NMR;: (300 MHz, DMSO-d6) & 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H9&11)), 6.81 (d, J =
8.8 Hz, 2H, H8&12), 6.60 (d, J = 9.0 Hz, 1H, -NH), 4.85 (d, J = 5.3 Hz,
1H, -OH), 4.83 — 4.71 (m, 3H, H1, 2x -OH), 4.37 (dd,  =5.2, 5.7 Hz, 1H,
-OH), 4.21 (g, J = 7.0 Hz, 2H, 2x H14), 3.73 (dd, J = 4.9, 1.9 Hz, 1H, H4),
3.66 (ddd, J = 11.4, 5.2, 1.9 Hz, 1H, H6), 3.51 — 3.36 (m, 3H, H2, H3,
H6"), 3.25 — 3.12 (m, 1H, H5), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 3x H15) ppm.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, DMSO) § 165.83 (C13), 150.91 (C7), 130.65
(C9&11), 118.03 (C10), 112.82 (C8&12), 80.89 (C1), 78.04 (C5), 74.29
(C3), 70.87 (C4), 66.96 (C2), 61.20 (C6), 59.75 (C14), 14.35 (C15) ppm

(o] 380 : -123.06° (c = 1 in DMSO)
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6.4.10 HAM-B16 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((3,4-Dimethoxyphenyl)amino)-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol

H
HO GO 1 N7 Ao 0\14
\{ 1 10 _
HOY' 3y 2YOH Y o B
OH
Ansatzgrofle: 100 mg D-Mannose (0.55 mmol)

84 mg 3,4-Dimethoxyanilin  (0.55 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslésung abgetrennt und mit

Isopropanol und Ether gewaschen.

Anmerkungen: Weiteres Produkt wére auch aus der Mutterlauge erhéltlich gewesen. Auf

deren Aufarbeitung wurde verzichtet.

Ausbeute: 90 mg (0.29 mmol, 52 %)
Habitus: farbloser Feststoff
FT-IR v [cm™] = 768, 805, 830, 868, 908, 945, 960, 1003, 1034, 1048, 1073,

1106, 1124, 1143, 1164, 1183, 1232, 1282, 1351, 1372, 1413, 1432, 1450,
1464, 1512, 1537, 1614, 2831, 2932, 3273, 3367.

IH-NMR;: (300 MHz, DMS0-d6) & 6.71 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H11), 6.47 (d, J = 2.4
Hz, 1H, H8), 6.22 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H, H12)), 5.45 (d, J = 10.0 Hz,
1H, -NH), 4.81 — 4.62 (m, 4H, H1, 3x -OH), 3.72 — 3.69 (m, 1H, H4), 3.68
(s, 4H, 3x H14, -OH), 3.62 (s, 4H, H6, 3x H13), 3.46 — 3.29 (m, 3H, H2,
H3, H6), 3.19 — 3.08 (m, 1H, H5) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, DMSO) & 149.70 (C9), 141.17 (C7), 141.04 (C10), 114.09
(C11), 104.56 (C12), 100.10 (C8), 82.11 (C1), 77.94 (C5), 74.60 (C3),
71.25 (C4), 67.26 (C2), 61.29 (C6), 56.54 (C13), 55.26 (C14).

(o] 380 : -112.71° (¢ = 1 in DMSO)
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6.4.11 HAM-B18 4-(((2R,3S,4S,5S,6R)-3,4,5-Trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)amino)benzoesaure

H
6 N 8

s O 7
HO 9
N tl:::L&ﬁ/OH
HOY' 3y 2YOH
OH (6}
Ansatzgrofle: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

186 mg 4-Aminobenzoesaure  (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Losemittel wurde groRtenteils entfernt und der 6lige Ruckstand mit
Acetonitril aufgegossen, wobei das Rohprodukt kristallisierte. Es wurde
abgetrennt und mit heilem Ethanol gewaschen.

Anmerkungen: Die Reaktionsmischung wurde zusatzlich zum regularen Losemittel (4 ml
Ethanol/Wasser) mit weiteren 2 ml Wasser versetzt und fiir 15 min bei
90 °C gertihrt. Nach oben beschriebener Aufarbeitung kann aus der
Mutterlauge weiteres Produkt als a/f-Gemisch im Verhéltnis 3:7

gewonnen werden.

Ausbeute: 183 mg (0.61 mmol, 45 %) reines f-Anomer
Habitus: farbloser, feinkristalliner Feststoff
FT-IR v [cm™] = 697, 768, 842, 879, 898, 932, 990, 1034, 1059, 1074, 1106,

1142, 1181, 1259, 1278, 1293, 1314, 1426, 1496, 1526, 1580, 1604, 1674,
2285, 2551, 2678, 2846, 2887, 2974, 3343, 3406, 3512.

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) 6 12.15 (s, 1H, -COOH), 7.68 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
H9&11), 6.79 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H8&12), 6.53 (d, J = 9.0 Hz, 1H, -NH),
4.99 — 4.63 (M, 4H, H1, 3x -OH), 4.41 — 4.28 (m, 1H, -OH), 3.73 (s(br),
1H, H4), 3.70 — 3.59 (m, 1H, H6), 3.51 — 3.29 (m, 3H, H2, H3, H6"), 3.25
—3.09 (m, 1H, H5) ppm.
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BC-NMR:

24 .
[a]5go

(75 MHz, DMSO) & 167.47 (C13), 150.63 (C7), 130.86 (C9&11), 118.89
(C10), 112.74 (C8&12), 80.94 (C1), 78.02 (C5), 74.32 (C3), 70.91 (C4),
66.98 (C2), 61.22 (C6) ppm.

-121.87° (c = 1 in DMSO)

6.4.12 HAM-B21 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((2-(hydroxymethyl)phenyl)-
amino)tetra-hydro-2H-pyran-3,4,5-triol

HO__ |, HO__ |,
H H
6 8 6 8
s O wWN7 s O 14N 7
HO . 9 HO 9
—
4 12 10 4 12 10
HO'' 3y 2 YOH 11 HO'' 3y 2 YOH “
OH OH

Ansatzgrofle:

Aufreinigung:

Anmerkungen:

Ausbeute:

Habitus:

a-Anomer S-Anomer

245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

167 mg 2-Aminobenzylalkohol  (1.36 mmol)

Beim Abkuhlen entsteht ein polymeres Gel, welches durch Erwarmen aus
dem Reaktionsgefal in einen Rundkolben Gberfiihrt und mit Acetonitril
aufgekocht wurde, wobei das Produkt als Feststoff ausfallt. Dieses wird
abfiltriert und getrocknet. Eine Abtrennung des a-Anomers gelingt durch
Aufkochen der Mischung mit Ethanol. In der Ethanolphase, welche heil}
abgetrennt werden muss, bevor diese zu einem Gel erstarrt, anomerisiert

das Produkt allerdings wieder zu einer 25:75 Mischung.

Das Produkt wird als Anomerengemisch von 25 % a- und 75 % f-Anomer

gewonnen.
164 mg (0.57 mmol, 42 %)

blassgelber Feststoff
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FT-IR
(Mischung)

'H-NMR:

BC-NMR:

24 .
[a]5go

(Mischung)

v [cm™] = 668, 678, 744, 768, 807, 846, 878, 903, 957, 976, 1004, 1051,
1071, 1123, 1154, 1257, 1308, 1383, 1422, 1468, 1515, 1591, 1608, 2848,
2888, 2928, 3263, 3361.

S-Anomer (300 MHz, DMSO-d6) 6 7.14 — 7.02 (m, 2H, H), 10), 6.77 (d, J
= 7.9, Hz, 1H, H12), 6.62 (dd, J = 7.9, 7.5 Hz, 1H), 6.10 (d, J = 10.1 Hz,
1H, -NH), 5.14 (dd, J = 6.0, 4.1 Hz, 1H, -OH), 4.91 (d, J = 5.3 Hz, 1H, -
OH), 4.83 —4.70 (m, 2H, H1, -OH), 4.45 — 4.32 (m, 4H, 2x H13, 2x -OH),
3.84 — 3.56 (m, 2H, H4, H6), 3.53 — 3.39 (m, 3H, H2, H3, H6), 3.23 -
3.10 (m, 1H, H5) ppm.

a-Anomer (300 MHz, DMSO-d6) 6 7.00 (dd, J = 7.6, 7.3 Hz, 1H, H10),
6.90 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H9), 6.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H12), 6.68 (dd, J =
7.6, 7.3 Hz, 1H, H11), 5.31 (d, J = 6.3 Hz, 1H, -NH), 5.01 (d, J = 5.1 Hz,
1H, -OH), 4.86 (d, J = 14.8 Hz, 1H, H13), 4.73 (d, J = 14.8 Hz, 1H, H13"),
4.68 (d, J = 6.3 Hz, 1H, -OH),), 4.45 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 4.41 — 4.29 (m,
2H, 2x -OH),), 4.19 (d, J = 7.5 Hz, 1H, -OH),), [3.87 — 3.69 (m, 2H), 3.70
—3.53 (m, 2H), 3.55 — 3.37 (m, 2H)] (H2, H3, H4, H5, H6, H6") ppm.

B-Anomer *C NMR (75 MHz, DMSO) § 145.44 (C7), [128.68, 128.64
(C9, C10)], 126.50 (C8), 117.35 (C11), 112.84 (C12), 81.58 (C1), 78.23
(C5), 74.97 (C3), 71.73 (C4), 67.57 (C2), 62.73 (C13), 61.74 (C6) ppm.

a-Anomer 3C NMR (75 MHz, DMSO) & 142.83 (C7), 127.37 (C10),
125.25 (C9), 122.65 (C8), 118.71 (C11), 118.01 (C12), 84.98 (C1), 71.10
(C2), [71.68, 70.07, 68.86, 67.49 (C3,C4,C5)], 64.35 (C6), 62.73 (C13)

ppm.

-78.56° (c = 1 in DMSO)
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6.4.13 HAM-B22 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((4-(2-Hydroxyethyl)phenyl)amino)-6-
(hydroxymethyl)tetra-hydro-2H-pyran-3,4,5-triol

Ansatzgrofie:

Aufreinigung:

Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

1B3C-NMR:

24 .
[a]5go

NGO g 7 A
HO 9
4 0 10 14
HOY' 3y 2YOH Y > OH
OH
100 mg D-Mannose (0.55 mmol)

76 mg 2-(4-Aminiphenyl)ethanol  (0.55 mmol)

Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslosung abgetrennt
272 mg (0.91 mmol, 68 %)
farbloser Feststoff

7 [em™] =692, 780, 806, 830, 851, 878, 908, 951, 1001, 1045, 1078, 1107,
1127, 1184, 1269, 1287, 1300, 1349, 1374, 1482, 1516, 1527, 1617, 2878,
2932, 3298, 3368.

(300 MHz, DMSO0-d6) 6 6.93 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H9&11), 6.64 (d, J = 8.4
Hz, 2H, H8&12), 5.56 (d, J = 10.0 Hz, 1H, -NH), 4.80 (d, J = 5.2 Hz, 1H,
-OH), 4.75 — 4.66 (m, 3H, H1, 2x -OH), 4.55 (t, J = 5.2 Hz, 1H, -OH),
4.34 - 4.31 (m, 1H, -OH), 3.70 (dd, J = 4.8, 1.8 Hz, 1H, H4), 3.63 (ddd, J
=11.4,5.1, 2.0 Hz, 1H, H6), 3.50 (dt, J = 7.3, 5.2 Hz, 2H, 2x H13), 3.46
—3.38(m, 3H, H2, H3, H6"), 3.18 — 3.07 (m, 1H, H5), 2.57 (t, J = 7.3 Hz,
2H, 2x H14) ppm.

(75 MHz, DMSO) & 144.38 (C7), 129.21 (C9&11), 127.98 (C10), 113.62
(C8&12), 81.52 (C1), 77.86 (C5), 74.53 (C3), 71.22 (C4), 67.14 (C2),
62.82 (C14), 61.26 (C6), 38.40 (C13) ppm.

-112.19° (¢ = 1 in DMSO)
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6.4.14 HAM-B24 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((4-
isopropylphenyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol

Ansatzgrofie:

Aufreinigung:

Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

1B3C-NMR:

24 .
[a]5go

245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

184 mg 4-1sopropylanilin ~ (1.36 mmol)

Das Produkt kristallisierte direkt aus der Reaktionslésung aus und wurde

aus dieser abgetrennt, mit Ethanol gewaschen und getrocknet.
279 mg (0.94 mmol, 69 %)
farbloser, feinkristalliner Feststoff

7 [em™] = 654, 728, 776, 823, 839, 882, 899, 937, 989, 1031, 1042, 1059,
1074, 1108, 1142, 1192, 1231, 1256, 1276, 1288, 1312, 1357, 1417, 1460,
1494, 1520, 1581, 1616, 2845, 2882, 2957, 3335, 3412, 3524.

(300 MHz, DMSO-d6) 8 6.96 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H9&11), 6.65 (d, J = 8.5
Hz, 2H, H8&12), 5.54 (d, J = 10.0 Hz, 1H, -NH), 4.80 (d, J = 5.2 Hz, 1H,
-OH), 4.77 — 4.65 (m, 3H, H1, 2x -OH), 4.35 — 4.28 (m, 1H, -OH), 3.70
(dd, J = 4.8, 1.8 Hz, 1H, H4), 3.64 (ddd, J = 11.4, 5.2, 2.0 Hz, 1H, H6),
3.52 — 3.36 (M, 3H, H2, H3, H6"), 3.19 — 3.08 (M, 1H, H5), 2.73 (hept, J
= 6.9 Hz, 1H, H13), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 6H, 3x H14 & 3xH15) ppm.

(75 MHz, DMSO) & 144.19 (C7), 137.25 (C10), 126.52 (C9&11), 113.65
(C8&12), 81.56 (C1), 77.88 (C5), 74.55 (C3), 71.24 (C4), 67.16 (C2),
61.28, (C6) 32.59 (C13), 24.29 (C14&15) ppm.

-108.09° (c = 1 in DMSO)
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6.4.15 HAM-B95 (2R,3S,4S,5S,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((4-
methoxyphenyl)amino)tetra-hydro-2H-pyran-3,4,5-triol

NGO ﬁ 7 A
HO 9
4 t@{ S
HOY' 3y 2YOH 7 0
OH
Ansatzgrofle: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

167 mg 4-Methoxyanilin  (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslésung abgetrennt und mit

Ethanol gewaschen.

Ausbeute: 245 mg (0.86 mmol, 63 %)
Habitus: farbloser Feststoff
FT-IR v [cm™] =658, 761, 786, 817, 841, 880, 936, 989, 1030, 1060, 1074, 1106,

1143, 1172, 1235, 1246, 1271, 1295, 1313, 1356, 1457, 1513, 2841, 2881,
2975, 3007, 3035, 3212, 3325, 3360, 3410, 3521.

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) 6 6.80 — 6.60 (m, 4H, H8&12, H9&11), 5.39 (d, J
=10.2 Hz, 1H, -NH), 4.74 (d, J = 5.3 Hz, 1H, -OH), 4.72 — 4.61 (m, 3H,
H1, 2x -OH), 4.28 (dd, 1H, -OH), 3.70 (dd, J = 5.4, 1.7 Hz, 1H, H4), 3.67
—3.60 (m, 4H, H6, 3x H13), 3.47 — 3.34 (m, 3H, H2, H3, H6"), 3.11 (ddd,
J=28.0,5.5,1.9 Hz, 1H, H5) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, DMSO) 5§ 151.66 (C10), 140,26 (C7), [114.39, 114.11 (C8&12,
C9&11)], 81.81 (C1), 77.53 (C5), 74.28 (C3), 70.99 (C4), 66.90 (C2),
60.99 (C6), 55.01 (C13) ppm.

(o], - -116.00° (c = 1 in DMSO)
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6.4.16 HAM-B96 2-(4-(((2R,3S,4S,5S,6R)-3,4,5-Trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)amino)phenyl)essigsaure

N IT:II 7 A
HO 9 O
4 12 10 14
HOY' 3y 2YOH Y7 >~ OH
OH
Ansatzgrofle: 245 mg D-Mannose (1.36 mmol)

206 mg 4-Aminophenylessigaure  (1.36 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslésung abgetrennt

Anmerkungen: Das Produkt ist unter Normalbedingungen duRerst instabil und zersetzte
sich so schnell, dass eine vollstdndige Charakterisierung nicht moglich
war. Deshalo wurden weder ein ¥C-NMR-Spektrum noch
Korrelationsspektren gemessen, was eine genaue Zuordnung der Signale
erlaubt hatte. Auf ein IR-Spektrum sowie auf eine Drehwertmessung
wurde ebenfalls verzichtet.

Ausbeute: 195 mg (0.62 mmol, 46 %)

Habitus: farbloser Feststoff, der sich bei Raumtemperatur zu einem schwarzen,

hochviskosen Ol zersetzt.

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-06) § 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.67 (d, ] = 8.5 Hz, 2H),
5.66 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 9.9 Hz, 2H), 4.32 (s, 1H), 3.70 (s,
1H), 3.64 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 3.48 — 3.21 (m, 8H), 3.18 — 3.08 (m, 1H)
ppm.

BC-NMR: (75 MHz, DMSO) & 129.40, 113.28, 81.15, 77.58, 74.24, 70.89, 66.86,
60.95, 39.76 ppm. (Die Signale von C7, C10 und C14 werden von der

DEPT135
( ) Messmethode nicht erfasst.)
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6.4.17 HAdJG-D1 (2R,3S,4R,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-(phenylamino)tetrahydro-2H-

pyran-3,4-diol
H
NGO N 3
HO 9
4 2 :©10
HOY' 3 N
OH

Ansatzgrofe: 200 mg 2-Deoxy-D-Glucose  (1.22 mmol)

148 mg 2-Aminophenol (1.22 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der erkalteten Reaktionslésung abgetrennt

und mit Isopropanol gewaschen.

Ausbeute: 195 mg (0.81 mmol, 67 %)
Habitus: farbloser Feststoff
FT-IR v [em™] = 691, 745, 754, 821, 830, 847, 887, 928, 997, 1030, 1043, 1062,

1089, 1134, 1169, 1180, 1192, 1216, 1264, 1279, 1311, 1356, 1380, 1444,
1498, 1533, 1604, 2851, 2876, 2921, 2943, 3059, 3318.

IH-NMR;: (300 MHz, DMSO-d6) § 7.14 — 6.99 (m, 2H, H9&11), 6.69 — 6.63 (M, 2H,
H8&12), 6.59 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H10), 6.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H, -NH), 4.85
(d,J = 4.8 Hz, 1H, -OH), 4.81 (d, J = 4.9 Hz, 1H, -OH)4.67 (ddd, J = 10.6,
8.5, 1.8 Hz, 1H, H1), 4.35 (dd, J = 6.2, 5.4 Hz, 1H, -OH), 3.65 (ddd, J =
11.6, 5.4, 2.3 Hz, 1H, H6), 3.55 — 3.41 (m, 2H, H3, H6"), 3.15 (ddd, J =
9.5, 5.2, 2.2 Hz, 1H, H5), 3.08 — 2.98 (m, 1H, H4), 2.01 (ddd, J = 12.5,
5.1, 1.8 Hz, 1H, H2), 1.63 — 1.46 (m, 1H, H2") ppm.

BC-NMR: (75 MHz, DMSO) & 146.71 (C7), 128.72 (C9&11), 116.91 (C10), 113.21
(C8&12), 80.11 (C1), 77.46 (C5), 71.70 (C4), 71.63 (C3), 61.09 (C6),
39.27 (C2) ppm.

(o], - -166.76° (c = 1 in DMSO)
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6.4.18 HAJG-D2 2-(((2R,4R,5S,6R)-4,5-Dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)amino)benzoesaure

HO_13_0
NGO g 7 K
HO 9
OH
AnsatzgrofRe: 200 mg 2-Deoxy-D-Glucose (1.22 mmol)

167 mg 2-Amino-benzoeséure  (1.22 mmol)

Aufreinigung:  Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslésung ausgeféllt und mit

Isopropanol gewaschen.

Anmerkungen: Das Produkt wird als reine p-Form isoliert, anomerisiert allerdings in
Losung und liegt laut NMR als Anomerengemisch von 30 % a- und 70 %
S-Anomer vor. Eine vollstandige Zuordnung der NMR-Signale ist nicht

fiir alle Kerne eindeutig moglich (grau).

Ausbeute: 277 mg (0.98 mmol, 80 %)
Habitus: farbloser Feststoff
FT-IR v [cm™] = 661, 702, 753, 787, 834, 849, 889, 935, 998, 1029, 1053, 1069,

1091, 1142, 1165, 1180, 1236, 1282, 1300, 1319, 1368, 1399, 1455, 1522,
1587, 1670, 2876, 2902, 3219, 3332, 3388, 35009.

IH-NMR: B-Anomer: (300 MHz, DMSO-d6) § 12.81 (s, 1H, -COOH), 8.31 (d, J =
7.9 Hz, 1H, -NH), 7.80 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H12), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H,
H10), 6.92 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H9), 6.68 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H11), 5.07 —
4.78 (M, 2H, -OH, H1), 4.43 (s*, 1H, -OH), 3.65 (d*, J = 11.5 Hz, 2H, H8,
-OH), 3.59 — 2.97 (m, 4H, H3, H4, H5, H6"), 2.13 (dd*, J = 11.7, 4.5 Hz,
1H, H2), 1.47 (q*, J = 11.3 Hz, 1H, H2") ppm.
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BC-NMR:

24 .
[a]5ge

(Mischung)

a-Anomer: (300 MHz, DMSO-d6) 6 12.81 (s, 1H, -COOH), 8.56 (d, J =
6.2 Hz, 1H, -NH), 7.80 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H12), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H,
H10), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H9), 6.68 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H11), 5.27 (,
J=4.6 Hz, 1H, H1), 5.08 — 4.74 (m, 2H, 2x -OH), 4.31 (s, 1H, -OH), 3.79
—2.98 (m, 5H, H3, H4, H5, 2x H6), 1.99 (dd*, J = 12.9, 4.3 Hz, 1H, H2),
1.75 (ddd, J = 12.8, 4.6 Hz, 1H, H2") ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

B-Anomer: (75 MHz, DMSO) & 169.99 (C13), 149.03 (C7), 134.36 (C10),
131.34 (C12), 116.19 (C11), 113.42 (C9), 110.82 (C8), 78.71 (C1), 77.73
C5), 71.44 (C4), 71.25 (C3), 60.96 (C6), 39.63 (C2) ppm.

a-Anomer: 13C NMR (75 MHz, DMSO) § 170.15 (C13), 149.11 (C7),
134.36 (C10), 131.34 (C12), 116.12 (C11), 113.37 (9), 110.82 (C8), 77.21
(C1), [72.54, 71.92 (C4, C5)], 68.39 (C3), 61.01 (C6), 37.68 (C2) ppm.

-39.8 ° (c = 1 in DMSO)
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6.4.19 HAdJG-D3 3-(((4R,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-

pyran-2-yl)amino)benzoesaure

Ansatzgrofie:

Aufreinigung:

Anmerkungen:

Ausbeute:

Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

200 mg 2-Deoxy-D-Glucose (1.22 mmol)

167 mg 3-Amino-benzoeséure  (1.22 mmol)

Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslosung ausgefallt und mit

Isopropanol gewaschen.

Das Produkt zersetzt sich innerhalb weniger Wochen vollstandig zu einer

schwarzen, teerartigen Masse.
242 mg (0.85 mmol, 70 %)
farbloser Feststoff

v [cm™] = 667, 681, 755, 806, 831, 889, 929, 1001, 1042, 1063, 1088,
1171, 1192, 1262, 1284, 1317, 1384, 1411, 1451, 1483, 1544, 1592, 1607,
1679, 2161, 2358, 2923, 3316.

(300 MHz, DMSO-d6) & 12.62 (s, 1H, -COOH), 7.27 (s, 1H, H8), [7.27
(s", 1H,), 7.21 (s*, 1H,), 6.94 — 6.83 (m, 1H) H10, H11, H12], 6.69 (d, J =
8.4 Hz, 1H, -NH), 4.84 (s(br)*, 2H, 2x -OH), 4.71 (t*, J = 8.9 Hz, 1H, H1),
3.64 (d*, J = 10.8 Hz, 1H, H6), 3.57 — 3.40 (m, 3H, -OH, H3, H6), 3.20 —
3.11 (m, 1H, H5), 3.04 (t*, J = 8.9 Hz, 1H, H4), 2.02 (dd, J = 11.5, 4.9 Hz,
1H, H2), 1.55 (g, J = 11.4 Hz, 1H, H2") ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.
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BC-NMR:

24 .
[a]5go

(75 MHz, DMSO) & 167.77 (C13), 146.86 (C7), 131.26 (C9), 128.90
(C11), 117.97 (C10), 117.18 (C12), 114.17 (C8), 80.01 (C1), 77.52, (C5)
71.62 (C4), 71.52 (C3), 61.03 (C6), 39.20 (C2) ppm.

-69.96° (¢ = 1 in DMSO)

6.4.20 HAdJG-D6 4-(((2R,4R,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-

pyran-2-yl)amino)benzonitril

Ansatzgrofie:

Aufreinigung:
Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

200 mg 2-Deoxy-D-Glucose  (1.22 mmol)

144 mg 4-Aminobenzonitril  (1.22 mmol)

Das Produkt wurde direkt abgetrennt und getrocknet.
235 mg (89 mmol, 73 %)
farbloser Feststoff

7 [em™] = 670, 719, 835, 857, 886, 931, 999, 1044, 1059, 1089, 1136,
1170, 1183, 1215, 1265, 1282, 1313, 1328, 1356, 1382, 1423, 1437, 1451,
1525, 1586, 1609, 2164, 2215, 2358, 2865, 2918, 2944, 3090, 3254, 3343.

(300 MHz, DMSO-d6) 8 7.50 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H9&11), 7.34 (d, = 7.9
Hz, 1H, -NH), 6.75 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H8&12), 4.90 (d, J = 4.9 Hz, 1H,
-OH), 4.86 (d, J = 4.9 Hz, 1H, -OH), 4.79 — 4.68 (m, 1H, H1), 4.43 — 4.36
(m, 1H, -OH), 3.64 (ddd, J = 11.4, 5.4, 2.0 Hz, 1H, H6), 3.56 — 3.39 (m,
2H, H3, H6'), 3.23 - 3.13 (m, 1H, H5), 3.08 — 2.97 (m, 1H, H3), 2.02 (ddd,
J=11.4,5.2,0.8 Hz, 1H, H4), 1.54 (q*, J = 11.4 Hz, 1H, H4") ppm.
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* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hdoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, DMSO) § 150.63 (C7), 133.27 (C9&11), 120.30
(C13), 113.32 (C8&12), 97.67 (C10), 79.17 (C1), 77.65 (C5), 71.46 (C4),
71.30 (C3), 60.94 (C6), 38.84 (C2) ppm.

(]2, : -133.45° (c = 1 in DMSO)

6.4.21 HAJG-D7 (2R,3S,4R,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((2-
hydroxyphenyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol

OH
< s O §\7i8
HO 9
;;[3‘12, 12 < 10
OH
AnsatzgrofRe: 200 mg 2-Deoxy-D-Glucose  (1.22 mmol)

133 mg 2-Aminophenol (1.22 mmol)

Aufreinigung:  Das Rohprodukt wurde direkt aus der Reaktionsmischung abgetrennt und

aus Isopropanol umkristallisiert.

Ausbeute: 115 mg (0.45 mmol, 37 %)
Habitus: farbloser Feststoff
FT-IR v [em™] = 673, 746, 836, 844, 889, 905, 954, 1003, 1038, 1053, 1087,

1095, 1123, 1154, 1174, 1199, 1224, 1248, 1267, 1288, 1323, 1375, 1456,
1518, 1608, 2357, 2844, 2875, 2913, 2933, 3228, 3395.

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) & 9.20 (s, 1H, ArOH), 6.76 — 6.58 (m, 3H, H9,
H10, H12), 6.49 (ddd, J = 7.5, 7.5, 1.6 Hz, 1H, H11), 5.13 (d, J = 9.1 Hz,
1H, -NH), 4.86 (d, J = 4.6 Hz, 1H, -OH), 4.82 (d, J = 4.8 Hz, 1H, -OH),
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13C-NMR:

24 .
[a]5ge :

4.71 (t*,J = 9.3 Hz, 1H, H1), 4.35 (t*, J = 5.7 Hz, 1H, -OH), 3.64 (ddd, J
=11.3,5.1, 1.8 Hz, 1H, H6), 3.56 — 3.40 (m, 2H, H3, H6"), 3.21 — 3.10
(m, 1H, H5), 3.04 (ddd, J = 9.1, 4.6 Hz, 1H, H4), 2.04 (ddd, J = 11.5, 4.9,
0.9 Hz, 1H, H2), 1.59 (g*, J = 11.5 Hz, 1H, H2") ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

13C NMR (75 MHz, DMSO) & 143.98 (C8), 134.68 (C7), 119.55 (C10),
117.38 (C11), 113.92 (C12), 112.28 (C9), 80.00 (C1), 77.60 (C5), 71.63
(C3, C4), 61.08 (C6), 39.49 (C2) ppm.

-99.50° (¢ = 1 in DMSO)

6.4.22 HAdJG-D8 (2R,3S,4R,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((3-
hydroxyphenyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol

Ansatzgrolie:

Aufreinigung:

Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

7 9 OH

200 mg 2-Deoxy-D-Glucose  (1.22 mmol)

133 mg 3-Aminophenol (1.22 mmol)

Das Produkt wurde aus der Reaktionslosung Kristallisiert und mit
Isopropanol gewaschen
190 mg (0.74 mmol, 61 %)

farbloser Feststoff

7 [em™] = 690, 764, 833, 856, 899, 956, 1016, 1070, 1091, 1158, 1208,
1242, 1273, 1292, 1331, 1383, 1456, 1504, 1539, 1600, 2357, 2883, 2934,
2968, 3368, 3502.
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'H-NMR:

13C-NMR:

24 .
[a]5ge

(300 MHz, DMSO-d6) 6 8.90 (s, 1H, AcOH), 6.84 (t*, J = 8.2 Hz, 1H,
H11), 6.27 (d, J = 8.5 Hz, 1H, -NH), 6.16 — 6.06 (m, 2H, H8, H10 oder
H12), 6.06 —5.97 (m, 1H, H10 oder H12)), 4.83 (d, J = 4.8 Hz, 1H, -OH),
4.78 (d, J = 4.8 Hz, 1H, -OH), 4.60 (t*, J = 8.9 Hz, 1H, H1), 4.39 — 4.28
(m, 1H, -OH), 3.64 (ddd, J = 11.4, 5.3, 1.9 Hz, 1H, H6), 3.53 — 3.40 (m,
2H, H3, H6"), 3.16 — 3.05 (m, 1H, H5), 3.02 (ddd, J =9.2, 8.7, 4.7 Hz, 1H,
H4), 1.97 (ddd, J = 11.5, 4.8, 0.8 Hz, 1H, H2), 1.52 (q*, J = 11.5 Hz, 1H,
H2") ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

(75 MHz, DMSO) & 157.98 (C9), 147.99 (C14), 129.29 (C11), [104.57,
104.42 (C10&12)], 100.32 (C8), 80.20 (C1), 77.43 (C5), 71.63 (C3, C4),
61.06 (C6), 39.27 (C2), 25.48 ppm.

-82.51° (c =1 in DMSO)

6.4.23 HAdJG-D18 4-(((2R,4R,5S,6R)-4,5-Dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-

pyran-2-yl)amino)benzoesaure

Ansatzgrolie:

Aufreinigung:

Ausbeute:

Habitus:

H
e N7 A
HO 9
\\4‘ 2 12 ; OH
HO 3 7
OH (0]

200 mg 2-Deoxy-D-Glucose (1.22 mmol)

167 mg 4-Amino-benzoeséure  (1.22 mmol)

Die Reaktionslésung wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das

Produkt im Ruckstand aus Isopropanol umkristallisiert.
308 mg (1.08 mmol, 89 %)

farbloser Feststoff
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FT-IR 7 [cm™] = 654, 697, 769, 844, 866, 886, 904, 960, 1018, 1069, 1112, 1171,
1219, 1272, 1287, 1312, 1380, 1435, 1499, 1533, 1605, 1675, 2561, 2851,
2930, 3342, 3423.

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) & 7.69 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H9&11), 7.11 (d, J = 8.0
Hz, 1H, -NH), 6.69 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H8&12), 4.74 (t*, J = 8.9 Hz, 1H,
H1), 3.65 (d*, J = 10.8 Hz, 1H, H6), 3.56 — 3.40 (m, 2H, H3, H6'), 3.23 —
3.14 (m, 1H, H5), 3.03 (t*, J = 8.9 Hz, 1H, H4), 2.02 (dd, J = 12.2, 4.5 Hz,
1H, H2), 1.55 (q*, J = 11.4 Hz, 1H, H2") ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

3C-NMR: (75 MHz, DMSO) § 167.45 (C13), 150.74 (C7), 130.87 (C9&11), 118.77
(C10), 112.32 (C8&12), 79.44 (C1), 77.62 (C5), 71.54 (C4), 71.42 (C3),
61.01 (C6), 39.47 (C2) ppm.

[a]35o : -121.87° (c = 1 in DMSO)

6.4.24 HAJG-D22 (2R,3S,4R,6R)-6-((4-(2-Hydroxyethyl)phenyl)amino)-2-
(hydroxymethyl)tetra-hydro-2H-pyran-3,4-diol

AnsatzgrofRe: 250 mg 2-Deoxy-D-Glucose (2.52 mmol)

209 mg 2-(4-Aminiphenyl)-ethanol (1.52 mmol)

Aufreinigung:  Die Reaktionslosung erstarrt beim Abkihlen zu einem glasartigen Gel,
welches durch Vermischung mit Dichlormethan unter
Ultraschallbehandlung das Produkt freigibt. Dieses wird abgetrennt und

getrocknet.
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Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

13C-NMR:

24 .
[a]5go

222 mg (0.78 mmol, 52 %)
farbloser Feststoff

v [cm™] = 667, 831, 857, 888, 930, 997, 1041, 1063, 1089, 1134, 1169,
1191, 1215, 1262, 1278, 1308, 1356, 1380, 1417, 1436, 1525, 1589, 1617,
2342, 2360, 2851, 2921, 3314.

(300 MHz, DMSO-d6) & 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H9&11), 6.57 (d, J = 8.4
Hz, 2H, H8&12), 6.23 (d, J = 8.8 Hz, 1H, -NH), 4.83 (d, J = 4.8 Hz, 1H,
-OH), 4.79 (d, J = 4.8 Hz, 1H, -OH), 4.64 (t*, J = 9.0 Hz, 1H, H1), 4.51 (t,
J=5.2 Hz, 1H, -ArCH.CH20H), 4.33 (t*, J = 5.8 Hz, 1H, -OH), 3.63 (ddd,
J=115,5.3, 1.9 Hz, 1H, H6), 3.55 — 3.38 (M, 4H, H3, 2x H14, H6), 3.18
~3.07 (M, 1H, H5), 3.07 — 2.96 (M, 1H, H4), 2.56 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2x
H13), 1.98 (dd*, J = 11.8, 5.1 Hz, 1H, H2), 1.52 (q*, J = 11.5 Hz, 1H, H2")
ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

(75 MHz, DMSO) & 144.80 (C7), 129.09 (C9&11), 127.52 (C10), 113.17
(C8&12), 80.26 (C1), 77.44 (C5), 71.72 (C4), 71.64 (C3), 62.78 (C14),
61.10 (C6), 39.30 (C2), 38.38 (C13) ppm.

-75.93° (¢ = 1 in DMSO)
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6.4.25 HAJG-D24 (2R,3S,4R,6R)-2-(Hydroxymethyl)-6-((4-
isopropylphenyl)amino)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol

Ansatzgrofie:

Aufreinigung:

Ausbeute:

Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

11 13

200 mg 2-Deoxy-D-Glucose  (1.22 mmol)

165 mg 4-1sopropylanilin (1.22 mmol)

Das Produkt wurde direkt aus der erkalteten Reaktionslésung abgetrennt

und getrocknet.
296 mg (1.05 mmol, 86 %)
farbloser Feststoff

7 [em™] = 667, 822, 856, 888, 928, 997, 1040, 1062, 1088, 1134, 1169,
1193, 1213, 1259, 1276, 1288, 1313, 1361, 1379, 1417, 1453, 1523, 1589,
1617, 2358, 2851, 2871, 2923, 2958, 3028, 3310.

(300 MHz, DMSO-d6) 6 6.95 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H9&11), 6.58 (d, J = 8.4
Hz, 2H, H8&12), 6.21 (d, J = 8.8 Hz, 1H, -NH), 4.83 (d, J = 4.8 Hz, 1H,
-OH), 4.79 (d, J = 4.9 Hz, 1H, -OH), 4.64 (t*, J = 9.3 Hz, 1H, H1), 4.33
(t*, J=5.8 Hz, 1H, -OH), 3.64 (ddd, J = 11.4, 5.4, 1.9 Hz, 1H, H6), 3.56
—3.38 (m, 2H, H3, H6"), 3.18 — 3.08 (M, 1H, H5), 3.01 (ddd, J = 9.3, 8.9,
4.8 Hz, 1H, H4), 2.72 (hept, J = 6.5 Hz, 1H, H13), 1.98 (dd*, J = 11.9, 4.7
Hz, 1H, H2), 1.52 (g*, J = 11.5 Hz, 1H, H2"), 1.13 (d, J = 6.9 Hz, 6H, 3x
H14, 3x H15) ppm.

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer
Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.
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BC-NMR:

24 .
[a]5go

13C NMR (75 MHz, DMSO) § 144.63 (C7), 136.80 (C10), 126.41
(C9&11), 113.21 (C8&12), 80.30 (C1), 77.46 (C5), 71.74 (C4), 71.66
(C3), 61.13 (C6), 39.31 (C2), 32.52 (C13), 24.27 (C14&15) ppm.

-83.48° (¢ = 1 in DMSO)

6.4.26 HAJG-D96 2-(4-(((2R,4R,5S,6R)-4,5-Dihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)amino)phenyl)essigsaure

Ansatzgrofie:

Aufreinigung:

Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

'H-NMR:

200 mg 2-Deoxy-D-Glucose (1.22 mmol)

184 mg 4-Aminophenylessigaure  (1.22 mmol)

Das Produkt wurde direkt aus der Reaktionslosung auskristallisiert und

abgetrennt.
246 mg (0.83 mmol, 68 %)
hellbrauner Feststoff

7 [cm™] =673, 702, 716, 805, 831, 861, 887, 958, 1005, 1056, 1120, 1158,
1184, 1246, 1291, 1316, 1377, 1394, 1420, 1531, 1592, 1614, 1725, 2871,
2923, 2978, 3261, 3379, 3571.

(300 MHz, DMSO-d6) & 12.06 (s, 1H, -COOH), 6.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
H9&11), 6.60 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H8&12), 6.36 (d, J = 8.7 Hz, 1H, -NH),
4.85 (s (br), 2H, 2x -OH), 4.67 (t*, J = 9.2 Hz, 1H, H1), 4.37 (s, 1H, -OH),
3.63 (d*, J = 11.4 Hz, 1H, H6), 3.55 — 3.39 (M, 4H, H3, H6", 2x H13), 3.13
(dd*, J = 9.4, 3.1 Hz, 1H, H5), 3.02 (t*, J = 8.9 Hz, 1H, H4), 1.99 (dd, J =
11.9, 4.7 Hz, 1H, H2), 1.53 (q, J = 11.5 Hz, 1H, H2") ppm.
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13C-NMR:

24 .
[a]5g

* bei diesem Multiplett handelt es sich um ein Spinsystem hoherer

Ordnung, bei dem nicht alle Kopplungen aufgeldst werden konnten.

(75 MHz, DMSO) § 173.39 (C14), 145.42 (C7), 129.68 (C9&11), 123.19
(C10), 113.17 (C8&12), 80.14 (C1), 77.50 (C5), 71.70 (C4), 71.67 (C3),
61.06 (C6), 40.02 (C13), 39.31 (C2) ppm.

-74.23° (c =1 in DMSO)
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6.5 Nicht-kovalente Inhibitoren
6.5.1 Isofagomin und 5-epi-lsofagomin

6.5.1.1 Isol p-D-Arabinopyranosid

HO

25 g D-Arabinose (166.5 mmol, 1 Ag.) wurden in 66 g Benzylalkohol (610 mmol, 3.7 Aq.)
gelost und unter Riihren portionsweise mit 6 g Acetylchlorid (331.3 mmol, 2 Aq) so versetzt,

dass die Temperatur unter 45 °C blieb. Dann wurde die Reaktionsmischung fiir 12 h bei 50 °C

geriihrt, wobei schon nach kurzer Zeit eine Gelbfarbung des Reaktionsansatzes auftrat.

Nachdem auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde die Losung mit Diethylether verdinnt und

eine weitere Stunde bei Raumtemperatur gertihrt, wobei das Produkt aus der Losung ausfiel.

Das braun-gelbe Prazipitat wurde abfiltriert und bis zur Farblosigkeit mit Ethanol gewaschen.

Die Mutterlauge der Reaktion, sowie samtliche Waschfllssigkeiten wurden gesammelt und am

Rotationsverdampfer weitestgehend konzentriert. Der sich dabei bildende Feststoff wurde bis

zur Farblosigkeit mit Ethanol gewaschen.

Ausbeute:

Habitus:

R :

'H-NMR:

31 g (129.0 mmol, 78 %)
weiler Feststoff mit himbeerartigem Geruch
0.82 (Petrolether : Ethylacetat [3:1])

(300 MHz, DMSO-de) 5 7.45 - 7.20 (m, 5H, ArH 8.9,10.11 und 12), 4.76
(d,J=2.1Hz, 1H,CH 1), 4.70 - 4.61 (m, 2H, CH2 6 und OH), 4.59 - 4.56
(m, 1H, OH), 4.53 (d, J = 3.9 Hz, 1H, OH), 4.45 (d, J = 12.4 Hz, 1H, CH>
6°), 3.74 - 3.62 (m, 4H, CH. 5 sowie CH 2.3 und 4), 3.47 (dd, J =11.8, 2.9
Hz, 1H, CH2 5") ppm.
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BC-NMR: (75 MHz, DMSO) § 138.66 (C-7), 128.63, 127.90 (C-8&12, C-9&11),
127.78 (C-10), 99.38 (C-1), 69.55, 69.11, 68.77(C-2.3,4), 68.89 (C-
6),63.75 (C-5) ppm.

[a]22o : -208° (¢ = 0.5 in H20), vgl. Lit.}"® ([a]23 = -217° (c = 0.6 in H20)

6.5.1.2 1s02 2-(Benzyloxy)-3,4-dihydroxydihydro-2H-pyran-5(4H)-on

Isol Iso2

Eine geriihrte Suspension aus 2.0 g Benzyl-R-D-arabinopyranosid (1so1, 8.4 mmol, 1 Aq), 7.9 ¢
Molekularsieb (3 A) und 10 g (BusSn).0 (8.54 mL, 17.0 mmol, 2 Aq) in 45 mL trockenem
Chloroform wurde langsam zum Sieden auf 60 °C erhitzt und 3 h gekocht. AnschlieRend wurde
die Reaktionsldsung auf - 40 °C in einer Mischung aus Ethanol und flissigem Stickstoff gekihlt
und solange elementares Brom zugetropft, bis eine Gelbfarbung der Reaktionsmischung
bestehen blieb. Dabei fiel ein farbloser Feststoff aus. Nach 5 min Rihren bei dieser Temperatur
wurde die Mischung maéglichst schnell auf eine vorbereitete, mit grobem Kieselgel (0.063-0.2
mm) in reinem Chloroform gepackte Chromatographiesaule gegeben und unter Uberdruck auf
die stationare Phase aufgetragen. Etwaig verbliebenes Molsieb wurde ebenfalls auf die Séaule
gegeben und solange mit Chloroform durchgespult, bis die sichtbar gelben Zinnkomponenten
vollstandig eluiert waren und auf Kontroll-DCs kein Spot mit R¢> 0.8 (EE : Toluol [1:1]) mehr
vorhanden war. Dann wurde das Laufmittel zu reinem Ethylacetat gewechselt und das Produkt
als komplexes Gemisch aus mindestens drei Isomeren mit Rf < 0.8 (EE : Toluol [1:1]) und Rt
> 0.31 (CHCl3 : MeOH [8:1]) in Form eines Ols gesammelt.

Ausbeute: 1.972 g (8.26 mmol, 98 %)

Habitus: klares, farbloses bis gelbes Ol
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FT-IR 7 [cm™?] = 3300 (OH-Valenzschwingung), 2941, 2977, 2865 (CH:-
Valenzschwingung), 1453 (C=0-Valenzschwingung), 1347, 1334, 1315,
1259, 1136, 1029.1099, 1121, 1006, 952, 886, 846, 783, 740 cm™,

R <0.80 (EE : Toluol [1:1]) und > 0.31 (CHCls : MeOH [8:1])

6.5.1.3 1s03 (2R,3S,4S,5R/S)-2-(Benzyloxy)-5-(nitromethyl)tetrahydro-2H-pyran-3.4,5-
triol

12 10
o 0 NEt; , CH;NO, N N 9
/I//\I B o 8
4
13
0 OH 2o

= HO 3
OH OH

Iso2 Iso3

900 mg 1502 (3.78 mmol, 1 Ag.) wurden in 25 mL Nitromethan geldst und bis zum Erstarren
gekuhlt (ca. -35 °C). Wéhrend die Mischung langsam auftaute, wurden 0.6 mL Triethylamin
(0.436 g, 4.31 mmol, 1.1 Aqg.) zugegeben und die sich gelb farbende Mischung tiber 24 h bei
RT gerlhrt. Dabei fiel ein Teil des 5R-Produkts in Form eines farblosen Feststoffs aus. Dieser
wurde abfiltriert und die restliche Reaktionslésung am Rotationsverdampfer so weit wie
maoglich eingedampft und der Ruckstand sdulenchromatographisch gereinigt. Dabei wurden die
beiden Stereoisomere (in Position 5, C4) nicht voneinander getrennt, da die Reduktion in der

Ubernachsten Stufe nicht stereoselektiv ist.

Ausbeute: Racemat: 580 mg (1.94 mmol, 51 %)
Habitus: farbloser, weiRer Feststoff
R : 0.38 - 0.42, breiter Spot, enthélt beide Isomere (CHCI3 : Methanol [8:1])
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Analytik 5R-Isomer (Vergl. Lit.%):

'H-NMR: (300 MHz,d®- DMS0Q) & = 7.42 - 7.22 (m, 5H, 5x -CH(Ar) 8, 9, 10, 11 und
12),5.17 (d, J = 13.7 Hz, 1H, -OH), 5.11 (d, J = 6.2 Hz, 1H, -OH), 4.86 (d,
J=6.4Hz, 1H, -OH), 4.78 (d, J = 3.5 Hz, 1H, CH 1), 4.75 - 4.59 (m, 3H,2x
-CH» 13 und -CH 3), 4.46 (d, J = 12.4 Hz, 1H, CH2 6), 3.80 (d, J = 12.1
Hz, 1H, CH: 6), 3.71 - 3.56 (m, 2H, CH: 5), 3.48 (dd, J = 9.4, 6.1 Hz, 1H,
CH 2) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, DMSO) & 138.04 (C-7), 128.20(C-9&11), 127.50(C-12&S8),
127.40 (C-10), 98.73 (C-1), 79.88 (C-13), 72.69 (C-4), 69.31 (C-2), 68.75
(C3), 68.55(C-6), 63.72 (C-5) ppm.

6.5.1.4 1s04 (2R,3S,4S,5R/S) -2-(Benzyloxy)-5-(nitromethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-
triyl triacetat

12 10
(0] (0] Ac,0 s O i~ (] 9
O,N - O:N P
2
OH 2 YOAc

HO  : AcO 3
OH OAc

Iso3 Iso4

370 mg racemisches 1s03 (1.23 mmol) wurden in 16 mL Essigsaureanhydrid suspendiert, auf
0° C gekiihlt und mit 0.321 g p-Toluensulfonsdure-Monohydrat (1.69 mmol, 1.4 Aq) versetzt.
Nachdem sich eine klare Losung gebildet hatte, wurde das Kaltebad entfernt und 24 h bei RT
gertihrt. Dann wurde die Reaktionsmischung mit Wasser versetzt und mit Dichlormethan
extrahiert.  Die  gesammelten  organischen  Phasen  wurden  solange  mit
Natriumhydrogencarbonat versetzt, bis keine Gasentwicklung mehr auftrat. Diese Suspension
wurden mit ausreichend Wasser versetzt, um samtliche nicht gelosten Bestandteile zu 16sen und
zwei homogene fllssige Phase erhalten wurden. Diese wurden getrennt, die wéssrige nochmals
mit Dichlormethan extrahiert, die gesammelten organischen Phasen mit geséttigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde

am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt. Dabei
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wurde kein Wert auf die Auftrennung der beiden Stereoisomere gelegt, sondern lediglich eine

kleine Probe des 5S-1somers zur Charakterisierung abgetrennt.

Ausbeute: Racemat: 0.420 g, (1.01 mmol, 80%)
Habitus: gelbes, hochviskoses Ol
Ry : 5S - Isomer: 0.67

5R - Isomer 0.57 (Cyclohexan : Ethylacetat [1.8:1])

Analytik 5S-Isomer (Vergl. Lit.**%):

IH-NMR: (300 MHz, CDCl3) § = ppm. 'H NMR 7.29 (m, 5H, 5x -CH(Ar) 8, 9, 10,
11 und 12), 5.63 - 5.45 (m, 1H, -CH 1), 5.16 - 4.88 (m, 3H, -CH, 13&13
und -CH, 6 ), 4.88 - 4.59 (m, 2H, 2x -CH 2 und 3), 4.54 - 4.35 (m, 2H, -
CH,5), 3.86 (dd, J=12.6, 4.2 Hz, 1H, -CH26°), 2.19 - 2.11 (m, 3H, - CHa),
2.03 - 1.99 (m, 3H, -CHs), 1.97 (d, J = 4.4 Hz, 3H, -CHs) ppm.

BBC-NMR: (75 MHz, CDCls) 6= 170.53/ 170.26/169.90 (3x -CO), 136.66 (-C(Ar) 7),
128.68 (2x -CH (Ar) 8&12), 128.32 (2x -CH (Ar) 13&15), 128.04 (-CH
(Ar) 10), 95.06 (-CH 1), 79.54 (-CH2 13), 74.40 (-C 4), 70.08/69.51 (2x -
CH 2 und 3), 69.00 (-CH 6), 59.42 (-CH2 5), 21.92/ 20.81/ 20.44 (3x -
CHs) ppm.
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6.5.1.5 1Is05 (2S,3S,4R,5R/S)- 2-(Benzyloxy)-5-(nitromethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-
diol

12 10
0 s° 1. NaBH,/EtOH NP NP 9 0. _,0
OZN\7[I ToNooMe \/[I 8
4 +
2. NaOMe OzN 13 02N W
OAc 2¥oH ~ - OoH

AcO - i -
OAc OH OH

Iso4 IsoS 5§ Iso5 SR

420 mg (0.99 mmol 1 Aq) der racemischen Mischung Iso4 wurden in 13.0 mL Ethanol
suspendiert und unter Kiihlung bei 0 °C eine ethanolischen Natriumborhydridldsung (0.458 g
NaBH4, 1.20 mmol, 1.2 Aq. in 4.4 mL Ethanol) langsam hinzugetropft. Dabei entstand eine
klare Losung. Anschliefend wurde das Eisbad entfernt und die Lésung bei Raumtemperatur ca.
45 min geriihrt. Danach wurde das Ethanol unter vermindertem Druck entfernt. Der farblose
Ruckstand wurde in 12.0 mL absolutem Methanol geldst. Anschliefend wurden 470 mg
(0.09 mmol, 0.1 Ag.) Natriummethanolat (NaOMe) in 1.0 mL absolutem Methanol
hinzugegeben. Nach 3 h Ruhren wurde eine weitere Spatelspitze Natriummethanolat in die
Reaktionsldsung gegeben. Die Losung wurde 24 h bei Raumtemperatur geruhrt und dann mit
3 g Festsédure (lewatit®) versetzt und die Suspension so lange gertihrt, bis deren pH-Wert bei 6
lag. Die Festsaure wurde abfiltriert und das Methanol am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Rickstand, welcher beide Isomere (Iso5 5R und Iso5 5S) enthielt, wurde mittels einer
Schwerkraftsdule (Flashsdule, Laufmittelgradient: n-Pentan/Ethylacetat [5:1] - [1:1])
aufgereinigt, wodurch die beiden Isomere groRtenteils separiert werden konnten.

Ausbeute: 5S-1somer: 130 mg (0.46 mmol, 46 %)
5R-1somer: 99 mg (0.35 mmol, 35 %)
Racemat: 51 mg (0.18 mmol, 18 %)

Gesamtausbeute: 280 mg, (0.99 mmol, 99%)
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Analytik (Vergl. Lit.}%):

Iso4 5S

Habitus:
Rt :

'H-NMR:

13C-NMR:

(DEPT135)

Iso4 5R

Habitus:
Rt :

'H-NMR:

1B3C-NMR:

(DEPT135)

farblose Kristalle
0.32 (Toluol : Ethylacetat [1:1])

(300 MHz, d®- DMSO) 6 = 7.43 — 7.23 (m, 5H, 5x -CH(Ar) 8, 9, 10, 11 und
12), 5.17 (d, J = 5.7 Hz, 1H, -OH), 5.00 (s, 1H, -OH), 4.80 (d, J = 3.4 Hz,
1H,-CH 1), 4.75 - 4.40 (m, 4H, -CH2 6 und —-CH>5), 3.65 — 3.40 (m, 2H,
-CH>13), 2.73 (s, 1H), 2.27 (s, 2H, 2x CH 2 und 3) ppm.

(75 MHz, DMSO) § 127.94 (2x -CH (Ar) 8&12), 127.35 (2x -CH (Ar)
13&15), 127.18 (-CH (Ar) 10), 98.12 (-CH 1), 73.11(-CH2NO- 13), 68.76
(-CH 2), 68.59 (-CH2Ph 6), 67.20 (-CH 3), 59.44 (-CH20 5), 38.13 (-
CHCH2NO: 4), (-CAr 7 wird von der Messmethode nicht erfasst) ppm.

hochviskoses, farbloses Ol
0.41 (Toluol : Ethylacetat [1:1])

(300 MHz, d®- DMSO) = 7.47 — 7.16 (m, 5H, 5x -CH(Ar) 8.9,10.11 und
12), 5.34 (d, J = 4.0 Hz, 1H, -OH), 4.91 (d, J = 5.9 Hz, 1H, -OH), 4.73 (d,
J=2.8Hz, 1H, -CH 1), 4.72 — 4.40 (m, 4H, -CH, 6 und —-CH,5), 3.82 (ddd,
J=152,10.0, 3.7 Hz, 2H, CH, 13+13"), 3.47 — 3.39 (m, 2H, 2x CH 2 und
3), 2.76 — 2.62 (m, 1H, CH 4) ppm.

(75 MHz, DMSO) & 127.92(2x -CH (Ar) 8&12), 127.21(2x -CH (Ar)
13&15), 127.12 (-CH (Ar) 10), 98.64 (-CH 1), 74.12 (-CH2NO; 13), 72.76
(-CH 2), 68.20 (-CH2Ph 6), 67.99 (-CH 3), 59.37 (-CH.O 5), 41.58 (-
CHCH2NO:? 4), (-CAr 7 wird von der Messmethode nicht erfasst) ppm.
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6.5.1.6 1506 Isofagomin (3R,4R,5R)-5-(Hydroxymethyl)piperidine-3,4-diol und Iso7 5-
epi-Isofagomin (3R,4R,5S)-5-(Hydroxymethyl)piperidine-3,4-diol

6 5

4 ‘4,
o o HO NH o~ NH
H,, Pd/C, MeOH
> . + .
A3 1 A
O,N ﬁ HO > HO
~ OH

z OH OH
OH
Isofagomin 5-epi-Isofagomin
Iso5 Iso6 Iso7

1. Umsetzung von Iso5 5S-Isomer zu Iso7 5-epi-1sofagomin

113 mg (5S)-2-(Benzyloxy)-5-(nitromethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol (1s05 5S)
(0.39 mmol) wurde in ca. 30 mL absolutem Methanol geldst und mit 140 mg 10 % Palladium
auf Aktivkohle bei 0.25 bar Wasserstoff tiber 24 h bei Raumtemperatur hydriert. AnschlieRend
wurde die Aktivkohle mit Hilfe eines Faltenfilters und eines Mikrofilters entfernt. Das
Methanol  wurde am  Rotationsverdampfer  entfernt und  der  Rickstand
séulenchromatographisch (feines Kieselgel, Laufmittel: (Ethanol : 25 %iger Ammoniak [10:1])
gereinigt. Die so gewonnen freie Base wurde durch Ldsen in 0.1 M Salzséure und anschlieRende

Lyophilisation in das entsprechende HCI-Salz Uberfuhrt.
2. Umsetzung von Iso5 5R-1somer zu 1so06 Isofagomin

87 mg (0.31 mmol) (5R)-2-(Benzyloxy)-5-(nitromethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol
(I1s05 5R) wurde in ca. 30 mL absolutem Methanol geldst. AnschlieBend wurde 73 mg 10 %
Palladium auf Aktivkohle bei 0.25 bar Wasserstoff Gber 24 h bei Raumtemperatur hydriert.
Dann wurde analog zu der obigen Vorschrift ,,Umsetzung von 1so5 5S-Isomer zu 1so7 5-epi-

Isofagomin®.
3. Umsetzung eines Gemisches aus 1so5 5R- und 5S-1somer

57 mg (0.31 mmol) (5R)-2-(Benzyloxy)-5-(nitromethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4-diol
(Iso5 5R+5S) wurde in ca. 20 mL absolutem Methanol geldst. Anschliel3end wurde 69 mg 10 %
Palladium auf Aktivkohle bei 0.25 bar Wasserstoff Uber 24 h bei Raumtemperatur hydriert.
Dann wurde analog zu der obigen Vorschrift ,,Umsetzung von 1so5 5S-Isomer zu 1so7 5-epi-

Isofagomin‘ verfahren.
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Ausbeute:

Habitus:

Analytik:

Isofagomin (HCI-Salz): 43 mg, 0.23 mmol, 75 % (bezogen auf das 5R-

Isomer), 25% (bezogen auf das gesamt eingesetzte Edukt)

5-epi-Isofagomin (HCI-Salz): 32 mg, 0.17 mmol, 44% (bezogen auf das

5S-Isomer), 19% (bezogen auf das gesamt eingesetzte Edukt)

Die Gesamtausbeute betragt 75 mg, (0.41 mmol, 45%) bezogen auf das
gesamt eingesetzte Edukt, sowohl 5R und 5S als auch das Isomergemisch

aus beiden.

jeweils teilkristallines, blassbraunes Harz

Isofagomin (1s06):

FT-IR

R :

'H-NMR:

13C-NMR:

21 .
[a]5go

MS (ESI)

v = 3352 (OH/NH-Valenzschwingung), 1737, 1632 (NH-
Deformationsschwingung), 1556, 1456 (CH-
Deformationsschwingungen),1433, 1373, 1210, 1137, 1043, 1012, 955,
919, 699, 664 cm 1 (Vergl. Lit. Werte'’).

0.26 (Isopropanol : Wasser : NHs konz. [7:2:1])

(300 MHz, D20) & = 1.44 — 1.11 (m, 3H, -CH. 6, 6" und —CH 3), 1.07 —
0.84 (M, 3H, -CH25, -CHz und —CH 2), 0.47 (s,1H -CH 4, 0.40 (m, 2H, -
CH25 ,-CH21") ppm (Vergl. Lit. Werte[?),

(75 MHz, D;0) 5 = 70.89 (C3), 68.03 (C2), 58.95 (C6), 46.44 (C1), 44.71
(C5), 40.27 (C4) ppm (Vergl. Lit. Wertel?) ppm.

13.28° (c = 1.28, MeOH (Vergl. Lit. Wert: [a]23,: 17.00° (c = 1.6
MeOH)H)),

theoretisch 147.09 g/mol, gef. 148.3 g/mol [M+H]
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5-epi-Isofagomin (Iso7):

FT-IR v = 3352 (OH/NH-Valenzschwingung), 1738, 1632 (NH-
Deformationsschwingung), 1569, 1556, 1456 (CH-
Deformationsschwingungen), 1210, 1136, 1090, 1044, 994, 898, 698 cm*

R : 0.14 (Isopropanol : Wasser : NHs konz. [7:2:1])

IH-NMR: (300 MHz, D20) § = 1.96 (d, J = 20.6 Hz, 2H, -CH 6, 6), 1.58 (m, 2H, -
CH 3und -CH2), 1.21 (m, 3H, CH2 1, 1" und -CH>5), 0.93 (t, J = 12.2 Hz,
1H, -CH»5"), 0.32 (d, J = 6.5 Hz, 1H, -CH 4) ppm (Vergl. Lit. Wertel®),

1BC-NMR: (75 MHz, D20) & 65.00 (2x -CH 2 und 3), 60.18 -CH 6), 44.23 (-CH; 1),
40.62 (-CH2 5), 36.20 (-CH 4) ppm (Vergl. Lit. Wertel®).

[a] 23, : 4.71° (c = 0.42, MeOH).

(Vergl. Lit.?0).,
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6.5.2 Azamannose

6.5.2.1 AzManl a-Monomethylmannose, #-Monomethylmannose

HO

(6] KY (
W 7 1 5
Q E— / O\
e —
HOV' X OH

OH

(6] \| 05\(

OH
a— Form - F orm

AzManl

26.5 g Mannose (147 mmol) in 250 mL Methanol wurden mit 5 mL konzentrierter HCI versetzt

und 1 h refluxiert. Dann wurde die Mischung abgekhlt und mit Natriumcarbonat neutralisiert.

Das dabei entstehende NaCl und tberschissiges Natriumcarbonat wurden abgetrennt und das

Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt kann ohne weitere Aufreinigung

weiter umgesetzt werden. Zu Analysezwecken wurde eine saubere Probe des a-Anomers durch

Kristallisation aus Methanol separiert.

Ausbeute:

Habitus:

'H-NMR:

[a-Anomer]

13C-NMR:

[a-Anomer]

28.5 g (147 mmol, quant.)

a-Anomer: farbloser, kristalliner Feststoff
a/p-Mix: blassgelbes Harz

(300 MHz, Deuterium Oxide) 6 4.75 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H1), 3.94 — 3.85
[(m, 2H), 3.78 — 3.70 (m, 2H), 3.67 — 3.57 (m, 2H)H2-6], 3.40 (s, 3H, 3X
H7) ppm.

(75 MHz, D20) 6 100.81 (C1), 72.50, 70.50, 69.86, 66.72, 60.90 (C6),
54.66 (C7). (Identisch mit einer authentischen Probe von TCI)
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6.5.2.2 AzMan2 1-Methyl-2,3,4,6-benzylmannopyranosid

OH OBn
| BnBr, KOH, |
(0] (0] RS 18-Krone-6 7 0,1 O s '
-~ ) in THF - '
‘ 2
HO' ™ OH BnO'' ¥ 4 YOBn
OH OBn
AzManl AzMan2

Zu 3.87 g Methylmannose (AzMan1, 18.4 mmol, 1 Aqg.) in 25 mL THF wurden 7,5 g
gepulvertes KOH (132.5 mmol, 1.8 Aqg. bez. auf die OH-Gruppen), 240 mg 18-Krone-6-Ether
(0.9 mmol, 0.05 Ag.) sowie 10 mL Benzylbromid (14.4 g, 84.2 mmol, 1.1 Aqg. bez. auf die OH-
Gruppen) zugegeben und das Reaktionsgemisch bei RT tber Nacht geruhrt. Dann wurde das
Losemittel weitestgehend am Rotationsverdamper entfernt, der Rickstand zwischen Wasser
und Diethylether verteilt, die wassrige Phase nochmal mit Ether extrahiert und die gesammelten
organischen Phasen mit Wasser und geséttigter NaCl-Lésung gewaschen, mit Natriumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer entfernt. Der klare, farblsoe Rickstand wurde
séaulenchromatographisch gereinigt (Flashséule, Cyclohexan : Ethylacetat [8:1 - 0:1]

Ausbeute: 6.2 g (11.2 mmol, 60 %)

Habitus: klares, farbloses Ol

Rf: 0.64 (Cylohexan : Ethylacetat [4:1])

'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) & 7.71 — 7.11 (m, 20H, aromatisch), 5.09 — 4.61
(m, 4 x AB, 8H), 4.93 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 4.13 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.04

-Anomer

(c ) (dd, J = 9.3, 3.0 Hz, 1H), 3.94 (dd, J = 2.9, 1.8 Hz, 1H), 3.93 — 3.84 (m,
3H), 3.48 (s, 3H) ppm. (Entspricht Lit.1")

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) 6 128.34 - 127.38 (aromatische -CH), 98.90 (C1), 80.18,
75.01, 74.87, 74.50, 73.30, 72.52, 72.05, 71.65, 69.26, 54.67 (C7) ppm.

(DEPT135) . 17BN oneel: . -
(Entspricht Lit.>">) S&mtliche quarternaren Kohlenstoffe werden von dieser

(a-Anomer)

Messmethode nicht erfasst.
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6.5.2.3 AzMan3 2,3,4,6-O-Benzylmannopyranosid

TBH AcOH, C|’Bn
0 0 StCL*6 H0 HO 0
- U - m
—_—
BnO"' > OBn BnO"' OBn
6Bn (_)Bn
AzMan2 AzMan3

Nach Wei et al.17®

35.8 g AzMan2 (64.5 mmol, 1 Ag.) in 180 mL Eisessig wurden mit 1.72 g Strontiumchlorid
Hexahydrat (6.45 mmol, 0.1 Aq.) sowie 36 ml 5 M HCI (180 mmol HCI, 2.8 Aq.) versetzt und
fiir 2-3 h auf 70 °C erhitzt, bis die RK laut Dinnschichtchromatographie abgeschlossen ist.
Dann wurde die Reaktionsmischung in Eiswasser gegossen, mit Dichlormethan extrahiert, mit
Wasser gewaschen und mit Natriumhydrogencarbonat-Losung neutral gewaschen. Die
organischen Extrakte wurden mit Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer
entfernt. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt (Flashséule,
Laufmittelgradient: Cyclohexan : Ethylacetat [8:1]>[2:1]].

Ausbeute: 20 g (37 mmol, 57 %)

Habitus: gelbes Harz

R : 0.22 (Cyclohexan : Ethylacetat [4:1])

'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) & 7.12 — 6.84 (m, 19H), 6.84 — 6.74 (m, 1H),

4.87 (s, 1H), 4.58 — 4.04 (m, 9H), 3.75 — 3.21 (m, 4H), 3.01 (s, 1H) ppm

(Gemisch aus a- und p-Anomer).

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 126.90 - 125.92 (aromatische CH), 92.07,
91.15, 81.43, 78.10, 73.57, 73.42, 73.16, 73.02, 72.92, 71.75, 71.07,

DEPT135
( ) 70.55, 69.92, 68.05, 67.43ppm (Gemisch aus a- und S-Anomer).
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6.5.2.4 AzMan4 2,3,4,6-O-Benzylmannolacton

OBn

BnO"" OBn
OBn

AzMan3

Nach Rajanikanth et al.*>*

AzMan4

20 g AzMan3 (37 mmol, 1 Aq.) wurden in 100 mL DMSO gelést und mit 70 mL Acetanhydrid
(75.6 g, 740 mmol, 20 Aq.) versetzt und fiir 2 d bei RT geriihrt. Dann wurde unter vermindertem

Druck das entstandene Dimethylsulfid entfernt. Die zurlickbleibende Ldsung wurde im

Scheidetrichter mit Wasser versetzt, wobei sich das Rohprodukt als gelbes Ol unten im

Scheidetrichter absetzt. Diese Phase wird abgetrennt und das Produkt aus Methanol bei -20 °C

kristallisiert.
Ausbeute: 18 g (33.4 mmol, 90 %)
Habitus: farblose Kristalle
'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) & 7.50 — 7.27 (m, 18H, aromatisch), 7.21 — 7.09
(m, 2H, aromatisch), 5.12 (d, J = 11.9 Hz, 1H, PhCH>), 4.89 (d, J = 12.2
Hz, 1H, PhCHy>), 4.73 — 4.55 (m, 4H, 2 x PhCH>), 4.44 — 4.35 (m, 2H),
4.35 —4.25 (m, 2H, H2, H5), 4.15 — 4.07 (m, 1H, H3), 3.84 (dd, J = 7.1,
1.4 Hz, 1H, H4), 3.69 (d, J = 4.6 Hz, 2H, H6, H6") ppm. Entspricht Lit.?>3
1BC-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCI3) & 169.47 (C1), [137.84, 137.82, 137.38,

136.95(4 x Ph(C1)CH,-)], 128.63 - 127.89 (aromatisch), 78.74, 76.80,
76.22, 75.63, 73.63, 73.10, 73.08, 72.00, 69.31 ppm.
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6.5.2.5 AzMan5 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-mannoamid

OBn OH  NH,

NH; in MeOH 6 5 1 o
—_—
2
BnO' 4 7Y; YOBn

OBn

AzMan4 AzMan5

Nach Overkleeft et al.>>?

16.2 g AzMan4 (30 mmol), wurden in 200 mL 7 M Ammoniak in Methanol (1400 mmol) bei
RT gerthrt. Dabei fallt das Produkt direkt aus der Reaktionslosung aus. Nach 1 h wurden
weitere 300 mL Methanol zugesetzt, um die Rihrfahigkeit aufrecht zu erhalten. Der
ausgefallene Feststoff kann direkt abgetrennt werden, die restliche Reaktionslésung wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und eine weitere Fraktion des Produkts aus Methanol

umkristallsiert.

Ausbeute: 15.5 g (27.9 mmol, 93 %)
Habitus: Farblose Kristalle
'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.41 — 7.15 (m, 20H), 6.58 (s, 1H, -NH>), 5.57

(s, 1H, -NHy), 4.79 — 4.47 (m, 8H), 4.36 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H2), 4.14 (dd,
J=5.6,3.6 Hz, 1H, H3), 4.09 - 3.97 (m, 1H, H5), 3.90 (dd, J = 7.2, 5.7 Hz,
1H, H4), 3.69 — 3.63 (m, 2H, H6,67), 3.22 (Sbr, 1H, -OH) ppm. Entspricht
Lit. 13

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) § 173.42 (C1), [138.42, 138.28, 138.25, 137.27 (4 X
Ph(C1)CH2-], 128.68 - 127.77 (aromatisch), 81.44 (C3), 80.18 (C2), 79.09
(C4), [74.81, 74.53, 73.58, 72.93 (4 x PhCH>-)], 71.38 (C6), 71.10 (H5)

ppm.

[a]23o : +13.0° (c = 1 in Chloroform)
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6.5.2.6 AzMan6 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-5-dehydro-5-oxo-D-mannoamid

OBn OH  NH, OBn O NH,
Ac20
6 5 1 (0] DMSO 6 5 1 (0]
. 2 . 2
BnO"' 47 YOBn BnO"' 47 YOBn
OBn OBn
AzMan5 AzMan6

24.3 g AzMan5 (43,8 mmol) in 120 mL trockenem DMSO wurden mit 70 mL Acetanhydrid
versetzt und tber Nacht unter Argonathmosphdre gerthrt. Dann wurde das Produkt durch
Zugabe von Wasser ausgeféllt, abgetrennt und aus Ethylacetat umkristallisiert. Eine zweite

Fraktion war aus der zuvor stark zu reduzierenden Mutterlauge erhéltlich.

Ausbeute: 20.6 g (37.2 mmol, 85 %)

Habitus: farblose Kristalle

R : 0.82 (Petrolether : Ethylacetat [3:1])

'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.34 — 7.22 (m, 18H), 7.18 (dd, J = 6.7, 2.8

Hz, 2H), 6.51 (s, 1H), 6.10 (s, 1H), 4.66 — 4.41 (m, 8H), 4.32 (d, J = 5.1
Hz, 1H), 4.24 (d, J = 4.8 Hz, 3H), 4.11 (d, J = 4.8 Hz, 1H) ppm. Entspricht
Lit.153

BBC-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCI3) § 207.02 (C1), 172.93 (C5), [137.45, 137.33,
137.02, 136.81(4 x Ph(C1)CH.-)], 128.58 - 127.93 (aromatisch), [82.01,
80.51, 78.93(C2 - C4)], [74.60, 74.23, 74.10, 73.25, 72.78(4 X PhCHo-,
C6)] ppm.
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6.5.2.7 AzMan7a 2,3.4-Tetra-O-benzyl-D-mannono-é-lactam und das entsprechende
C5-Epimer AzMan7b

B B
NH, O OBn  NaBH;CN, . (|) n a o
| HCOOC 0s N 6 Osu N 6
o— s 6 in ACN P f
—_—
2 2 2
BnO"" 3y 4 YOBn BnO'" >4 YOBn BnO"' 3¥ 4 YOBn
OBn OBn OBn
AzMan6 AzMan7a 5-Epi Isomer

AzMan7b

4.4 g AzMan6 (8 mmol, 1 Ag.) wurden in einer Mischung aus 140 mL und 3.0 g
Natriumcyanoborhydrid (48 mmol, 6 Aq.) gelost und fiir fiinf Minuten geriihrt. Dann wurden
40 mL Ameisensdure hinzugefiigt und die Reaktionsmischung fir 1 h refluxiert. Dann wurde
die Reaktion abgekihlt und mit 0.1 M HCI versetzt bis sich Schlieren bildeten (ca. 25 mL).Die
Rekationsmischung wurde zwischen 125 mL ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und
125 mL  Ethylacetat verteilt. Die organische Phase wurde solange mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen, bis diese neutral reagierte. Dann wurde die
organische Phase mit Natriumsulfat getrockent und am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Rickstand wurde sédulenchromatographisch aufgereinigt und die beiden Epimere voneinander

getrennt (Flashsdule, Cyclohexan : Ethylacetat [3:1]).

Ausbeute: insgesamt: 3.87 g (7.2 mmol, 90 %)

5-Epi-Isomer:  1.18 g (2.2 mmol, 27%)

(AzMan7b)
AzMan7a: 2.25 g (4.2 mmol, 53%)
Mischung: 0.44 g (0.8 mmol, 10%)
Habitus: blassgelbes Harz
R : AzMan7b 0.89 (Cyclohexan : Ethylacetat [1:1])
AzManTa: 0.47 (Cyclohexan : Ethylacetat [1:1])
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IH-NMR:
AzMan7b

(5-Epi-Isomer)

'H-NMR:

AzMan7a

BC-NMR:

AzMan7b

13C-NMR:

AzMan7a

(600 MHz, Chloroform-d) 6 7.42 — 7.39 (m, 2H, aromatisch), 7.39 — 7.27
(m, 16H, aromatisch), 7.01 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz, 2H, aromatisch), 5.97 (s,
1H, =NH), 5.15 (d, J = 12.4 Hz, 1H, PhCHy-), 4.89 (d, J = 12.1 Hz, 1H,
PhCH,-), 4.74 (d, J = 12.4 Hz, 1H, PhCH»-), 4.62 (d, J = 12.1 Hz, 1H,
PhCH,-), 4.51 (d, J = 11.8 Hz, 1H, PhCH>-), 4.47 (d, J = 11.7 Hz, 1H,
PhCH>-), 4.30 — 4.19 (m, 3H, H2, PhCH,-), 4.00 (dt, J = 8.4, 3.7 Hz, 1H,
H5), 3.97 (dd, J = 4.6, 2.9 Hz, 1H, H3), 3.67 — 3.62 (m, 1H, H4), 3.55 (dd,
J=9.2,9.2 Hz, 1H, H6), 3.45 (dd, J = 9.1, 4.2 Hz, 1H, H6") ppm.

(600 MHz, Chloroform-d) 6 7.46 (d, J = 7.3 Hz, 2H, aromatisch), 7.41 —
7.29 (m, 16H, aromatisch), 7.19 (dd, J = 7.0, 2.3 Hz, 2H, aromatisch), 6.26
(s, 1H, =NH), 5.08 (d, J = 12.2 Hz, 1H, PhCHy-), 4.77 (d, J = 12.2 Hz, 1H,
PhCH,-), 4.73 (d, J = 12.2 Hz, 1H, PhCH>-), 4.63 (d, J = 12.1 Hz, 1H,
PhCH,-), 4.59 (d, J = 11.5 Hz, 1H, PhCHy-), 453 — 4.46 (m, 2H, 2 x
PhCHy-), 4.43 (d, J = 11.5 Hz, 1H, PhCH,-), 4.21 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H2),
3.98 (dd, J =5.3, 3.0 Hz, 1H, H3), 3.71 (dd, J =5.2, 5.2 Hz, 1H, H4), 3.63
—3.54 (m, 2H, H5, H6), 3.48 — 3.42 (m, 1H, H6") ppm.

(151 MHz, CDCI3) 6 171.38 (C1), [138.28, 138.18, 137.56, 136.97 (4 x
Ph(C1)CH>-], [128.57, 128.56, 128.48, 128.45, 128.22, 127.99, 127.97,
127.95, 127.85, 127.84 (aromatisch)], 74.95 (C3), 74.12 (C2), 74.08
(PhCH2-), 73.66 (C4), 73.56 (2 x PhCH>-), 72.43 (PhCH>-), 70.22 (C6),
52.73 (C5) ppm.

(151 MHz, CDCI3)  169.70 (C1), [137.98, 137.90, 137.44, 137.40 (4 x
Ph(C1)CH>-)], [128.52, 128.48, 128.40, 128.38, 128.09, 128.00, 127.94,
127.91, 127.84, 127.79, 127.75 (aromatisch)], 77.64 (C3), 74.86 (C2),
74.80 (C4), 73.26 (PhCH>-), 73.13 (PhCH>-), 72.67 (2 x PhCH>-), 71.14
(C6), 55.32 (C5) ppm.

Die NMR-Daten entsprechen der Literatur'®3
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6.5.2.8 AzMan8 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-L-1-Deoxygulonojirmicin

OBn OBn
H H
(6] N . . N 6
LiAlHy f
. 2
BnO"' v OBn BnO"' ~~ 4 ¥OBn
OBn OBn
S-Epi-Isomer AzMan8

AzMan7b

420 mg AzMan7b 5-Epi-lsomer (0.8 mmol, 1 Ag.) in 5 mL THF wurden bei 0 °C lamgsam
mit 200 mf LiAlH4 (5.3 mmol, 6.6 Ag.) versetzt und dann fiir 2.5 h refluxiert. Nach Abkihlen
auf 0 °C wurde vorsichtig mit Wasser gequencht, mit Ethylacetat aufgegossen und solange mit
verdiinnter HCI versetzt, bis samtliches zuvor gebildetes Aluminiumhydroxid geldst war. Dann
wurde die organische Phase abgetrennt, die wassrige mit Ethylacetat extrahiert, die organischen
Phasen getrocknet und am Rotationsverdampfer entfernt. Dabei wurde das Produkt sauber

erhalten und ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 322 mg (0.61 mmol, 75 %)
Habitus: farbloses Ol
'H-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) & 7.48 — 7.28 (m, 18H, aromatisch), 7.26 — 7.15

(m, 2H, aromatisch), 4.80 (d, J = 12.2 Hz, 1H, PhCH»-), 4.74 — 4.37 (m,
7H, 7 x PhCH>-), [3.90 — 3.86 (m, 1H), 3.83 (td, J = 7.8, 2.5 Hz, 1H), 3.62
(dd, J = 3.8, 1.5 Hz, 1H) (H2-4)], 3.56 (dd, J = 9.3, 1.1 Hz, 1H, H6), 3.44
(dd, J=8.9, 6.3 Hz, 1H, H6"), 3.40 — 3.29 (m, 1H, H5), 3.09 (d, J = 7.8 Hz,
2H, H1), 2.60 (s, 1H, =NH) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) & [138.84, 138.73, 138.27, 138.21 (4 x Ph(C1)CH2-)],
128.56 - 127.59 (aromatisch), [75.48, 75.05, 73.25 (C2-4)], 73.41 (PhCHa-
), 72.95 (PhCH2-), 72.74 (PhCHz-), 71.02 (PhCH,-), 70.50 (C6), 53.63
(C5), 44.32 (C1) ppm.

Die NMR-Daten entsprechen der Literatur 17
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6.5.2.9 AzMan9 L-1-Deoxygulonojirmicin

OBn OH
H H
N Pd(OH),/C, 1 N 6
H, 5
_— 2l
BnOY' > YOBn HOY' )y 4 YOH
OBn OH
AzMan8 AzMan9

1.16 g (2.2 mol) AzMan8 wurden in 45 mL Methanol dispergiert und mit 150 mg 20%igem
Pd(OH). auf Aktivkohle versetzt, mit 2 M HCI angeséuert und fur 48h bei RT unter 20 bar
Wasserstoffatmosphére hydriert. Dann wurde die Aktivkohle tGber Celite abfiltriert und das

Losemitte am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute: 317 mg (1.8 mmol, 82 %)
Habitus: blassgelbes Ol
IH-NMR: (300 MHz, Methanol-d4) 6 4.20 (ddd, J = 11.0, 5.1, 2.2 Hz, 1H), 4.04 —

3.92 (m, 2H), 3.86 — 3.77 (m, 2H, H6, H6"), 3.46 (t, J = 6.7 Hz, 1H, H5),
3.42 - 3.30 (m, 1H), 3.21 — 2.99 (m, 2H, H1, H1") ppm.

13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, MeOD) 6 [70.33, 68.71, 63.93 (C2-4], 60.60 (C6),
57.08 (C5), 44.09 (C1) ppm.

Vgl. Lit.178
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6.5.2.10 AzMan10 D-Manno-é-lactam

OBn OH
H Pd(OH),/C, H
0~ _N ’\\\|6 H( % 0~ _N \|
s . 5
g 2]
BnO"' Y7 4 YOBn HOY' Y74 YOH
OBn OH
AzMan7a AzManl10

1.06 g (1.1 mol) AzMan7a wurden in 45 mL Methanol dispergiert und mit 150 mg 20%igem
Pd(OH). auf Aktivkohle versetzt, mit 2 M HCI angesduert und fur 48 h bei RT unter 20 bar
Wasserstoffatmosphére hydriert. Dann wurde die Aktivkohle Gber Celite abfiltriert, das
Losemitte am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand aus Methanol/Isopropanol

umkristallisert.

Ausbeute: 100 mg (0.6 mmol, 55 %)

Habitus: farblose Kristalle

IH-NMR: (300 MHz, DMSO-d6) 6 6.83 (s, 1H), 5.16 (s, 2H), 4.62 (s, 1H), 4.02 (d, J
= 3.0 Hz, 1H), 3.95-3.89 (m, 1H), 3.85 (s, 1H), 3.47 (dd, J = 18.6, 7.2 Hz,
3H) ppm.

BC-NMR: 13C NMR (75 MHz, DMSO) & 172.90 (C1), [70.89, 67.00, 66.82 (C2-4)],

60.50 (C6), 54.35 (C5) ppm.

vgl. Lit.17
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6.6 Potentielle allosterische Inhibitoren
6.6.1 AS1: 4-(Chloromethyl)thiazol-2-amin Hydrochlorid

S 0 HNN cl
)L e \)J\/Cl Y - "HCl
H,NT ONH, swy 4
2

AS1

Nach W02009015193 (A1) — 2009-01-29 18

5.9 g 1.3-Dichloraceton (46.44 mmol, 1 Aq) und 3.55 g Thiourea (46.44 mmol, 1 Aq) wurden
in 60 mL Isopropanol bei 40 °C gerihrt, bis eine klare Losung entstand. Dann wurde die
Reaktionslosung in fliissigem Stickstoff eingefroren und dann langsam aufgetaut, wobei das

Produkt kristallisierte.

Ausbeute: 7.7 g (41.6 mmol, 89.6 %)
Habitus: weiler, feinkristalliner Feststoff
IH-NMR: (300 MHz, Deuterium Oxide) 5 6.88 (d, J = 1.0 Hz, 1H, H2), 4.59 (s(br),

2H, 2xH4) ppm.

BBC-NMR: 13C NMR (75 MHz, D20) § 170.65 (C1), 135.21 (C3), 107.05 (C2), 36.40
(C4) ppm.
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6.6.2 AS2: 4-(Aminomethyl)thiazol-2-amin

NH3 in MEOH H

HzNYN cl NN NH,
— * —
HCL  — = Y J
S\/>_/ S\/>_“/
2
AS1 AS2

Nach P. Cheuka et al.18!

9.4 g AS 1 (50.8 mmol) wurden in 100 ml 7 M methanolischer Ammoniaklésung fur 3 d im
verschlossenen Kolben bei RT geriihrt. Der dabei ausgefallenen Feststoff (Ammoniumchlorid)
wurde abgetrennt und die verbleibende gelbe Lésung am Rotationsverdampfer evaporiert. Der
verbleibende Rickstand hat eine ausreichende Reinheit (ca. 80 % It. 'H-NMR-

Integrationsverhaltnissen), um weiter umgesetzt zu werden.

Ausbeute: quantitativ

Habitus: okkerfarbener Feststoff

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds) 8 6.63 (s, 1H, H2), 3.79 (s(br), 2H, 2x H4) ppm.

BBC-NMR: (75 MHz, DMSO) § 169.17 (C1), 144.31 (C3), 104.82 (C2), 38.51 (C4)
ppm.
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6.6.3 AS3: 2-(2-Acetoxyphenoxy)essigsaure

(0]

OH o) 8)#0 o)
O\)k A0, T 2 O\Q)J\
OH — ° 10™0H
4 6
5
AS3

510 mg Hydroxyphenoxyessigsaure (3.0 mmol) wurden in 2 g Acetanhydrid (19.6 mmol, 3.3
Ag) mit ca. 100 mg lod versetzt und 15 min bei RT geriihrt. Dann wurde so viel wiéssrige
Natriumthiosulfatlosung zugesetzt, bis die Losung entfarbt war. Im Anschluss wurden 20 mL
Wasser sowie 0.5 mL konzentrierte Schwefelsdure zugesetzt, was zu einer starken
Warmeentwicklung fuhrte. Nach wenigen Minuten klérte sich die Lésung auf und formte eine
homogene Losung. Diese wurde zur vollstandigen Hydrolyse der Anhydridkomponentent tber
Nacht bei RT gerihrt. Die sich bis dahin gebildete Suspension wurde filtriert und das Filtrat
zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit Wasser gewaschen,
mit Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer zu einem gelben Ol konzentriert.
Aus diesem wurde das Produkt mit Pentan im Ultraschallbad trituriert und der so ausgefallenen
Feststoff nochmals mit Pentan gewaschen.

Ausbeute: 476 mg (2.26 mmol, 75 %)
Habitus: weiler Feststoff
IH-NMR: (300 MHz, Chloroform-d) § 9.80 (s, 1H, -OH), [7.21 (ddd, J = 8.1, 7.2, 2.0

Hz, 1H), 7.13 — 7.00 (m, 2H), 6.92 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H) H3, H4, H5,
H6], 4.70 (s, 2H, 2x H9), 2.35 (s, 3H, 3x H8) ppm.

13C-NMR; (75 MHz, CDCI3) § 172.60, 169.77 (C7, C10), 148.94 (C1), 140.21 (C2),
127.23, 123.30, 122.85, 113.83 (C3, C4, C5, C6), 65.69 (C9), 20.87 (C8)

ppm.
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6.6.4 AS4: 2-(2-Acetoxyphenoxy)essigsaurechlorid

O [0}

)ko 0 870 0

O\)J\ SOCL N O\‘))k
OH —— » 3 10>Cl
4 6
AS3 5 AS4

615 mg AS3 (2.9 mmol, 1 Ag.) wurden in 15 ml Thionylchlorid mit 4 Tropfen DMF versetzt
und 4 h refluxiert. Die entstandene gelbe Lésung wurde destilliert, um Thionylchlorid zu
entfernen. Dazu wurden zwei Mal 50 mL Ethylacetat aufgegossen und jeweils bei 40 °C und
10 mbar so weit wie moglich eingeengt. Das so entstandene gelbe Ol wurde direkt weiter

umgesetzt.
Ausbeute: quantitativ
Habitus: gelbes Ol
'H-NMR: 1H (300 MHz, Chloroform-d) 6 [7.21 (ddd, J = 8.2, 6.2, 3.0 Hz, 1H), 7.12
—7.03 (m, 2H), 6.92 — 6.88 (m, 1H) H3, H4, H5, H6], 4.93 (s, 2H, 2x H9),
2.33 (s, 3H, 3x H8) ppm.
13C-NMR: 13C NMR (75 MHz, CDCI3) 6 169.81, 169.07 (C7, C10), 148.85 (C1),

140.55 (C2), 127.04, 123.65, 123.53, 115.00 (C3, C4, C5, C6), 73.60 (C9),
20.72 (C8) ppm.
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6.6.5 ASbG: 2-(2-Methoxyphenoxy)essigsaurechlorid

o~ 0 0”7 0
o \)J\ SOCl, 2 o\,)J\
OH —— » 3 9>Cl1
4 6
5 ASS

350 mg 2-(2-Methoxyphenoxy)essigsaure (1.9 mmol, 1 Ag.) wurden in 10 ml Thionylchlorid
mit 2 Tropfen DMF versetzt und 3 h refluxiert. Die entstandene gelbe Losung wurde destilliert,
um Thionylchlorid zu entfernen. Dazu wurden zwei Mal 50 mL Ethylacetat aufgegossen und
jeweils bei 40 °C und 10 mbar so weit wie moglich eingeengt. Das so entstandene gelbe Ol

wurde direkt weiter umgesetzt.

Ausbeute: quantitativ
Habitus: gelbes Ol
IH-NMR: 1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 5 [7.09 — 6.99 (m, 1H), 6.97 — 6.80

(m, 3H) H3, H4, H5, H6], 4.99 (s, 2H, 2x H8), 3.88 (s, 3H, 3x H7) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) § 170.47 (C9), 150.04, 146.37 (C1, C2), 124.17, 121.05,
117.04, 112.66 (C3, C4, C5, C6), 74.50 (C8), 56.00 (C7) ppm.

197



Experimentalteil

6.6.6 ASG6: 2-Phenoxyessigsaurechlorid

o} O

O\)J\ SOCl, N O\)k
OH — — » ? s>l
4 6

5 AS6

2.5 g 2-Phenoxyessigsaure (16.4 mmol, 1 Aq) wurden in 15 ml Thionylchlorid mit 4 Tropfen
DMF versetzt und 5h refluxiert. Die entstandene gelbe Ldsung wurde destilliert, um
Thionylchlorid zu entfernen. Dazu wurden zwei Mal 50 mL Ethylacetat aufgegossen und
jeweils bei 40 °C und 10 mbar so weit wie moglich eingeengt. Das so entstandene gelbe Ol

wurde direkt weiter umgesetzt.

Ausbeute: quantitativ

Habitus: gelbes Ol

'H-NMR: 1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.34 (ddd, J = 7.5, 6.3, 2.1 Hz, 2H,
H3, H5), 7.13 — 7.02 (m, 1H, H4), 6.96 — 6.85 (m, 2H, H2, H6), 4.94 (s,
2H, H7) ppm.

13C-NMR: (75 MHz, CDCI3) 4 170.33 (C8), 156.93 (C1), 129.83 (C3, C5), 122.73

(C4), 114.87 (C2, C8), 72.61 (C7) ppm.
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6.6.7 AST7: 2-(2-(((2-Aminothiazol-4-yl)methyl)amino)-2-oxoethoxy)phenylessigsaure

[0} (¢}

/JL\O 0 x/Ll\o 0
o\)J\ AS2 2 o\)L 14
a — " = 3 v E NI
H S
4 6 N=
13
AS4 5 AS7

NH,

Zu einer Losung aus 600 mg ca. 80 %igem AS2 (enthalt ca. 480 mg, 3.6 mmol, 1.2 Ag.) und
210 mg KOH (3.8 mmol, 1.3 Aq) in 12 mL Wasser und 15 mL Acetonitril wurde unter
Eiskiihlung langsam eine Losung aus AS4 (663 mg, 2.9 mmol, 1 Aqg. in 10 mL Acetonitril)
zugetropft, gefolgt von einer Losung aus 480 mg Natriumhydrogencarbonat (5.7 mmol, 2 Aq)
in 7 ml Wasser. Dann wurde die Reaktionsmischung fiir 3 d bei RT geriihrt und dann zwischen
100 mL Wasser und 100 mL Ethylacetat verteilt. Die wéssrige Phase wurde nochmals mit
Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit Wasser gewaschen und mit
Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der

Riickstand sdulenchromatographisch aufgereinigt

(Flashaule, Laufmittelgradient: Cyclohexan/Ethylacetat [1:1] = [0:1])

Ausbeute: 230 mg (0.7 mmol, 20 %)
Habitus: farbloser Feststoff
FT-IR 7 [em™] = 760, 807, 838, 915, 939, 958, 1014, 1053, 1089, 1116, 1181,

1215, 1267, 1294, 1306, 1327, 1367, 1439, 1461, 1503, 1520, 1544, 1596,
1606, 1631, 1670, 1758, 2851, 2879, 2926, 3024, 3139, 3282, 3374, 3438.

R : 0.21 (reines Ethylacetat)

'H-NMR: (300 MHz, Acetonitrile-d3) 6 7.28 (s(br), 1H, -NH), [7.27 — 7.19 (m, 1H),
7.14 — 6.94 (m, 3H) H3, H4, H5, H6], 6.15 (s, 1H, H14), 6.10 (s(br), 2H,
-NH>), 4.53 (s, 2H, 2x H9), 4.20 (d, J = 5.9 Hz, 2H, 2x H11), 2.25 (s, 3H,
3x H8) ppm.
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BC-NMR:

HPLC-MS
(ESI)

13C NMR (75 MHz, CD3CN) § 170.16, 169.95 (C7, C10), 168.27 (C13),
150.22 (C12), 149.44, 140.82 (C1, C2), 127.91, 124.01, 122.85, 115.07
(C3, C4, C5, C6), 103.06 (C14), 68.55 (C9), 39.80 (C11), 20.94 (C8).ppm.

theoretisch 321.08 g/mol, gef. 322.1 g/mol [M+H]

92.11 % + 7.89 % deacetylierte Verbindung (Hydrolyse auf der Saule)

6.6.8 AS8 (ChBr7): N-((2-Aminothiazol-4-yl)methyl)-2-(2-hydroxyphenoxy)acetamid

[0}

)J\o 0 OH 0
O\)J\ NaOMe 2 o} \)J\ 12
N = [ 3 ! 178 N~ 9 0=
H S H S
N<< 4 s N<<
11
AS7 5 AS 8

NH, NH,

104 mg AS7 (0.32 mmol, 1 Ag.) wurden in 15 ml abs. Methanol mit 300 mg Natriummethanolat

(5.55 mmol, 20 Ag.) eine Stunde lang bei RT geriihrt. Dann wurde das Losemittel am

Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand dreimal mit jeweils 10 ml siedendem

Acetonitril extrahiert. Die gesammelten Extrakte wurden unter vermindertem Druck verdampft

und der Rickstand sdulenchromatographisch aufgereinigt (Flashdaule, Laufmittelgradient:
Cyclohexan/Ethylacetat [1:1] - [0:1]).

Ausbeute:

Habitus:

FT-IR

Rs:

'H-NMR:

78 mg (0.28 mmol, 86 %)
blassgelbe Kristalle

v [cm™] = 670, 738, 798, 854, 917, 977, 1028, 1038, 1065, 1087, 1117,
1162, 1207, 1258, 1325, 1371, 1424, 1435, 1468, 1503, 1521, 1548, 1559,
1597, 1608, 1633, 1646, 2281, 2606, 2736, 2956, 3099, 3290, 3347.

0.17 (reines Ethylacetat)

(300 MHz, CD3CN/CD30D/DMSO0) 6 [7.02 — 6.67 (m, 4H) H3, 4, 5, 6],
6.26 (s, 1H, H12), 4.49 (s, 2H, 2x H7), 4.24 (s(br), 2H, 2x H9) ppm.
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13C-NMR: (75 MHz, CD3CN/CD30D/DMSO) 5 169.71 (C8), 168.88 (C11), 149.59
(C10), 147.08 (C2), 146.23 (C1), 123.05, 120.25, 116.78, 114.37 (C3, C4,
C5, C6), 103.11 (C12), 68.54 (C7), 39.26 (C9) ppm.

HPLC-MS theoretisch 279.31 g/mol, gef. 322.1 g/mol [M+H]

(ESI)
Reinheit: 99.09 %

6.6.9 AS9: N-((2-Aminothiazol-4-yl)methyl)-2-(2-methoxyphenoxy)acetamid

- 0 0”7
O\)'L 2 O\)J\ 13
Cl — > 3 v YO Nt —=
H S
4 6 N=
12
AS5 3 AS9 NH,

Zu einer Losung aus 500 mg ca. 80 %igem AS2 (enthalt 2.9 mmol, 1.1 Ag.) und 160 mg KOH
(2.9 mmol, 1.1 Ag.) in 8 ml H20 und 10 ml ACN wurde tropfenweise eine Lsung aus 542 mg
(2.7 mmol, 1 Ag.) AS5 in wenigen ml ACN unter Eiskiihlung bei 0 °C zugetropft, gefolgt von
einer Losung aus 230 mg Natriumhydrogencarbonat (2.7 mmol, 1 Ag.) in 5 ml Wasser. Dann
wurde die Reaktionsmischung bei RT U(ber Nacht geriihrt. Im Anschluss wurde die
Losemittelmischung vollstandig am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand mit
siedendem Methanol extrahiert. Die Extrakte wurden wiederum am Rotationsverdampfer
eingetrocknet und der Rickstand saulenchromatographisch weiter aufgereinigt (Flashséule,
Laufmittelgradient: Cyclohexan/Ethylacetat [1:1] = [0:1]). Das Produkt wurde letztendlich aus

Acetonitril/Diisopropylether kristallisiert.

Ausbeute: 160 mg (0.55 mmol, 20 %)
Habitus: gelber, kristalliner Feststoff
FT-IR v [em™] =705, 740, 780, 841, 891, 915, 972, 1020, 1049, 1104, 1122, 1185,

1223, 1244, 1259, 1295, 1325, 1337, 1381, 1422, 1441, 1462, 1506, 1531,
1550, 1588, 1619, 1652, 2723, 2845, 2908, 2952, 3110, 3325, 3459.

R : 0.16 (reines Ethylacetat)
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'H-NMR: (300 MHz, Acetonitrile-d3) 6 7.57 (t, ] = 5.8 Hz, 1H, NH), 7.00 — 6.94 (m,
3H, H3.5,6)), 6.88 (ddd, J=8.4, 6.2, 2.4 Hz, 1H, H4), 6.24 (s(br), 1H, H13),
6.01 (s(br), 2H, NHz ), 4.50 (s, 2H, 2x H8), 4.25 (d, J = 5.8 Hz, 2H, 2x
H10), 3.77 (s, 3H, 3x H7).ppm.

13C-NMR;: (75 MHz, CD3CN) & 170.04 (C9), 169.36 (C12), 150.82 (C2), 149.81
(C11), 148.38 (C1), 123.90 (C6), 121.89 (C4), 116.73 (C3), 113.28 (C5),
104.01 (C13), 70.35 (C8), 56.39 (C7), 39.89 (C10) ppm.

HPLC-MS theoretisch 293.08 g/mol, gef. 294.1 g/mol [M+H]

(ESI)
Reinheit: 98.47 %

6.6.10 AS10: N-((2-Aminothiazol-4-yl)methyl)-2-phenoxyacetamid

(6]
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AS6 AS10 NH,

Zu einer Losung aus 1.26 g ca. 80 %igem AS2 (enthalt 7.8 mmol, 0.6 Aq.) und 580 mg KOH
(10.3 mmol, 0.9 Ag.) in 12 ml H,0 und 15 ml ACN wurde tropfenweise eine Lésung aus 2.0 g
(11.7 mmol, 1 Ag.) AS6 in 30 ml ACN unter Eiskiihlung bei 0 °C zugetropft, gefolgt von einer
L6sung aus 1.5 g Natriumhydrogencarbonat (17.9 mmol, 1.5 Aq.) in 24 ml Wasser. Dann wurde
die Reaktionsmischung bei RT Uber 2 d gerthrt. Im Anschluss wurde die Lésemittelmischung
vollstdndig am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Flashsaule, Laufmittelgradient: Cyclohexan/Ethylacetat [1:1] = [0:1]). Das so
erhaltene gelbe Ol wird durch Aufschlammen in Chloroform, langsames Einengen und Reiben

mit einem Spatel zur Kristallisation gebracht.
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Ausbeute:
Habitus:

FT-IR

Rs:

'H-NMR:

1BC-NMR:

HPLC-MS
(ESI)

443 mg (1.7 mmol, 21 %)
schwach gelber Feststoff

v [em™] = 687, 723, 756, 827, 842, 887, 950, 973, 993, 1016, 1059, 1084,
1118, 1139, 1154, 1175, 1227, 1292, 1306, 1333, 1352, 1373, 1438, 1492,
1527, 1599, 1644, 1664, 2765, 3100, 3286, 3432.

0.24 (reines Ethylacetat)

(300 MHz, Acetonitrile-d3) 6 7.94 (s, 1H, NH), 7.38 — 7.29 (m, 2H, H3&5),
7.07 - 6.90 (m, 3H, H2&6, H4), 6.50 (s, 2H, NH>), 6.19 (s, 1H, H12), 4.54
(s, 2H, 2x H7), 4.23 (d, J = 5.9 Hz, 2H, 2x H9) ppm.

(75 MHz, CD3CN) 6 168.91 (C8), 167.83 (C11), 157.82 (C1), 149.34
(C10), 129.60 (C3&5), 121.45 (C4), 114.78 (C2&6), 101.82 (C12), 67.08
(C7), 38.97 (C9) ppm.

theoretisch 263.07 g/mol, gef. 264.0 g/mol [M+H]

Reinheit: 99.04 %
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7 Anhang

7.1 Strukturen im Designprozess zu L039

Tabelle 12: Alle Strukturen des Designprozesses von L039
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7.2 Amin-Reste fur die Dockingstudie mit monocyclischen N,O-Acetalen

Mannose
Grundkérper

2-Deoxyglucose
Grundkorper

a-konfiguriert

f-konfiguriert
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B-Serie
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HO"" HO""
OH OH
C-Serie D-Serie

Tabelle 13: Ubersicht der Amin-Reste fiir die Dockingstudie mit monocyclischen N,O-Acetalen
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7.3 Fluorimetrische Assays

Die Etablierung der fluorimetrischen Assays und die Testungen erfolgten, abgesehen von den
monocyclischen N,O-Acetalen, in Kooperation mit Studenten der Johannes Gutenberg-
Universitat, namentlich Christina Gardiner und Vanessa Efinger im Rahmen ihrer
Bachelorarbeiten sowie mit Malena dos Santos im Zusammenhang mit ihrer Diplomarbeit unter
Anleitung von Lina Irsheid. Die detaillierten Ergebnisse sind der Dissertation ,,New inhibitors
of Golgi-a-mannosidase 11 (L. Irsheid, 2018)*?! entnommen und der Vollstandigkeit halber im

Folgenden aufgefihrt.

Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem Tecan Reader Infinite F200 PRO
Mikroplattenreader, ausgestattet mit einem Filtersystem (355 nm Anregung und 485 nm
Emission) durchgefihrt. Die Freisetzung von 4-Methylumbelliferon wurde Gber einen Zeitraum
von 15 min durch Fluoreszenzspektroskopie unter VVerwendung von schwarzen Greiner 96 Well
Flachboden Polystyrolplatten gemessen. Studien (ber 4-Metylumbelliferylmannosid als
Substrat und die Detektion der auftretenden Fluoreszenz durch Spaltung durch GMII-Enzyme
sind bereits von Coleman et al. beschrieben®™. Das dGMII Enzym wurde rekombinant
exprimiert und aufgereinigt von Dr. Maria Ortiz Soto (Arbeitsgruppe Prof. Seibel, JIMU,

Wirzburg). JBM und g-Glucosidase aus SiBmandeln wurden von Sigma Aldrich erhalten.
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7.3.1 Enzymassay mit dGMII
Der Reaktionspuffer und das Enzym wurden wie folgt hergestellt:

Reaktionspuffer:

MES-Puffer (40 mM) versetzt mit Bovines Serumalbumin 1.1% (finale Konzentration im MES-
Puffer = 0.1 %) und ZnSOs-Losung 1.1 % (finale Konzentration im MES-Puffer = 0.1 %),
pH=5.75

Enzym:

GMII aus Drosophila melanogaster, in MES-Puffer versetzt mit 1.7% Bovinem Serumalbumin
(finale Konzentration im MES-Puffer = 0.1 %) und 1.7 % ZnSOs-Loésung 1 (finale
Konzentration im MES-Puffer = 0.1 %), Kozentration pro Well: 0.002 mg/mL
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7.3.1.1 Bestimmung des Km-Werts

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid  (4-MU-Man) wurde im Reaktionspuffer zu
folgenden Konzentrationen pro Well verdiinnt: 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1.75
mM, 1.5 mM, 1 mM, 0.75 mM, 0.5 mM.

Pipettierschema:

Positiv-Kontrolle: 40pL Substrat + 10 pL Enzym
Negativ-Kontrolle: 40uL Substrat + 10 uL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 40 uL der verschieden konzentrierten Substratlésungen in die
Wells pipettiert. Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der Substratlésungen bei 37 °C. Unter
Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 puL der Enzymldsung in jedes Well pipettiert
(fir die Negativ-Kontrolle stattdessen 10 puL Puffer), das Reaktionsvolumen wurde mit der
Multikanalpipette vermischt und die Platte fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Die Platte wurde fir 10 Sekunden geschiittelt und
anschlieBend alle 30-40 Sekunden die Fluoreszenz (iber einen Zeitraum von 15 Minuten bei

37 °C gemessen.

Auf diese Weise wurden Der Km-Wert und vimax zu folgenden Werten bestimmt:

Tabelle 14: Km-Wert und Vmax von dGMII mit 4-MU-Man

Km  3.6+0.3mM

Vmax 8.8 +0.3F/s
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7.3.1.2 1Cso Bestimmung von Swainsonin

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid  (4-MU-Man) wurde im Reaktionspuffer zu
folgenden Konzentrationen pro Well verdinnt: 2 mM, 1.5 mM, 1 mM, 0.5 mM.

Inhibitor:

Swainsonin wurde in Puffer zu folgenden Konzentrationen pro Well verdiinnt: 600 nM, 450
nM, 300 nM, 150 nM, 120 nM, 60 nM, 48 nM, 45 nM, 36 nM, 30 nM, 24 nM, 15 nM, 12 nM,
6 nM

Pipettierschema:

30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 pL Enzym
Positiv-Kontrolle: 30 pL Puffer + 10 uL Substrat + 10 pL Enzym

Negativ-Kontrolle: 30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 pL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 30 pL der verschieden konzentrierten Swainsoninlésungen
(Dreifachbestimmung) in die Wells pipettiert. Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der
Substratlésungen bei 37 °C. Unter Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 uL der
Enzymldsung in jedes Well pipettiert (fr die Negativ-Kontrolle stattdessen 10 pL Puffer) und
die Reaktionsmischung fur weitere 5 Minuten inkubiert. Zum Schluss wurden 10 pL der
Substratlosung zugefugt, das Reaktionsvolumen mit einer Multikanalpipette vermischt und die
Platte fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde fiir 10 Sekunden geschittelt und
anschlieRend alle 30 Sekunden die Fluoreszenz (iber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C
gemessen. Die Negativ-Kontrolle enthdlt 150 nM Swainsonin pro Well um eine zu hohe
Autofluoreszenz des Inhibitors auszuschlieRen. Diese wurde ebenfalls dreifachbestimmt. Die
Positiv-Kontrolle wurde vierfach vermessen, um die ungehemmte Enzymaktivitat zu

bestimmen.

Auf diese Weise wurden folgende 1Cso-Werte bestimmt:
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Tabelle 15: 1Cso-Werte von Swainsonin in anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen des Substrats 4-MU-Man

Konzentration von 4-Mu-Man [mMM]  1Cso-Werte [nM]

0.5 37+4.3
1.0 34+0.7
1.5 34+14
2.0 33+28

IC5p-Werte von Swainsonin

N w w B H (6]
[O,] o [¥,] o (O] o
o
@
o

N
o

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Klonzentration von 4-MU-Man [mM]

IC;,-Werte von Swainsonin [nM]

Abbildung 82: Darstellung der bestimmten 1Cso-Werte flir den dGMII Inhibitor Swainsonin in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen des Substrats 4-MU-Man
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7.3.1.3 1Cs0 Bestimmung von Swainsonin als slow binder

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid (4-MU-Man) wurde in Reaktionspuffer mit einer

Konzentration im Well von 1 mM eingesetzt.
Inhibitor:

Swainsonin wurde in Puffer zu folgenden Konzentrationen pro Well verdiinnt: 1000 nM, 750
nM, 600 nM, 500 nM, 250 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 10 nM

Pipettierschema:

30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 uL Enzym
Positiv-Kontrolle: 30 pL Puffer + 10 pL Substrat + 10 pL Enzym

Negativ-Kontrolle: 30 uL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 puL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 30 pL der verschieden konzentrierten Swainsoninlésungen in
die Wells pipettiert (Dreifachbestimmung). Fir die Positiv-Kontrolle stattdessen 30 puL Puffer
verwendet. Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der Substratlosungen bei 37 °C. Unter
Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 puL der Enzymldsung in jedes Well pipettiert
(Negativ-Kontrolle: 10 pL Puffer), das Reaktionsvolumen wurde mit der Multikanalpipette
vermischt und die Platte nochmals fiir 10 Minuten, 5 Minuten bzw. 0 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Zum Schluss wurden 10 pL der Substratlésung zugefiigt und das Reaktionsvolumen
mit einer Multikanalpipette vermischt. Die Platte wurde fur 10 Sekunden geschittelt und
anschlieRend alle 30 Sekunden die Fluoreszenz (iber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C

gemessen.

Auf diese Weise wurden folgende 1Cso-Werte bestimmt:
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Tabelle 16: 1Cso-Werte von Swainsonin mit dGMII bei unterschiedlichen Inkubationszeiten

Inkubationszeit [min] 1Cso Werte [nM]

10 51+ 3
5 44 + 4
0 111+6

7.3.1.4 Bestimmung des Ki-Werts von Swainsonin

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid (4-MU-Man) wurde im Reaktionspuffer zu
folgenden Konzentrationen pro Well verdiinnt: 10 mM, 9 mM, 8 mM, 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4
mM, 3 mM, 2 mM, 1.75 mM, 1.5 mM, 1 mM

Inhibitor:
Swainsonin wurde in Puffer zu einer Konzentration von 40 nM pro Well verdinnt

Pipettierschema:

10pL Inhibitor + 30 pL Substrt + 10 pL Enzym
10 pL Puffer + 30 pL Substrat + 10 uL Enzym (fur den Km-Wert)

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden das Enzym und der Inhibitor oder der Puffer
(Dreifachbestimmung) vorgelegt. Dann wurde fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden 30 pL der unterschiedlich konzentrierten Substratlésungen mit einer Multikanalpipette
zugefugt und das Reaktionsvolumen mit derselben Multikanalpipette durchmischt. Die Platte
wurde fir 10 Sekunden geschttelt und anschliel3end alle 30 Sekunden die Fluoreszenz tiber

einen Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C gemessen.
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Auf diese Weise wurden folgende Werte fiir Km (bzw. Km™) und vimax bestimmit:

Tabelle 17: Kmv- und vmax-Werte der dGMII

Kwm (Km' mit Swainsonin) Vmax
Ohne Swainsonin 2.3+0.2mM 8.5+0.2F/s
Mit Swainsonin 29+0.6 mM 43+0.4F/s

Daraus wurden folgende Km-, Vmax- und Kj-Werte sowohl unter der Annahme kompetitiver als

auch nicht-kompetitiver Hemmung errrechnet:

Tabelle 18: Kv-, Vmax- und Ki-Werte der dGMII

kompetitive Hemmung nach nicht-kompetitive Hemmung nach
Gleichung 6 Gleichung 7
Kwm 21+0.3mM 24+0.2mM
Vmax 8.2+ 0.4F/s 8.6 £0.3F/s
Ki 12.0+ 1.0 nM 34.0+2.0nM

Unter der Annahme, dass Swainsonin ein slow-binder ist, wurden fir die dGM zudem die
Dissoziationskonstante K; fur den [El]-Komplex und Ki* fur den isomeren [E*I]-Komplex tber
die Anfangsgeschwindigkeit (vi) und die Gleichgewichtsgeschwindigkeit (vs) berechnet. Die
Werte flr vi und vs wurden aus den ICso-Werten (Tabelle 16) bestimmt. Die Werte fur K und

Ki* sind in Tabelle 19: angegeben.
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Tabelle 19: Liste der Ki- und Ki*-Werte berechnet aus den ICso-Werten in Tabelle 16 nach Gleichung 11

[4-MU-Man]

0.5 mM

1.0 mM

1.5 mM

2.0 mM

K

32+6nM

28 +2nM

37+4nM

35+4nM

Ki*

15+2nM

16 +1nM

14 +2nM

15+2nM

7.3.2 Enzymassays mit der Jack Bean Mannosidase

Der Reaktionspuffer und das Enzym wurden wie folgt hergestellt:

Reaktionspuffer:

MES-Puffer (40 mM) versetzt mit Bovinem Serumalbumin 1.1 % (finale Konzentration im
MES-Puffer 0.1 %) und ZnSOs-Losung 1.1 % (finale Konzentration im MES-

Puffer = 0.1 %), pH =5.75

Enzym:

Jack Bean-Mannosidase, in MES-Puffer, versetzt mit 1.7 % Bovinem Serumalbumin (finale
Konzentration im MES-Puffer = 0.1 %) und 1.7 % ZnSOs-L6sung 1 (finale Konzentration im

MES-Puffer = 0.1 %), Kozentration pro Well: 0.04 U/mL
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7.3.2.1 Bestimmung des Km-Werts

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid  (4-MU-Man) wurde im Reaktionspuffer zu
folgenden Konznetration pro Well verdiunnt: 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1.75 mM, 1.5 mM,
1.25 mM, 1 mM, 0.8 mM, 0.6 mM, 0.4 mM, 0.2 mM, 0.1 mM, 0.05 mM, 0.01 mM

Pipettierschema:

Positiv-Kontrolle: 40uL Substrat + 10 uL Enzym
Negativ-Kontrolle: 40uL Substrat + 10 uL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 40 uL der verschieden konzentrierten Substratlésungen in die
Wells pipettiert (Dreifachbestimmung). Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der
Substratlésungen bei 37 °C. Unter Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 uL der
Enzymlosung in jedes Well pipettiert (fir die Negativ-Kontrolle stattdessen 10 pL Puffer), das
Reaktionsvolumen wurde mit der Multikanalpipette vermischt und die Platte fir 5 Minuten bei
37 °C inkubiert. Es wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Die Platte wurde fur 10
Sekunden geschittelt und anschlieBend alle 30-40 Sekunden die Fluoreszenz ber einen

Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C gemessen.

Auf diese Weise wurden der Km-Wert und vmax zu folgenden Werten bestimmi:

Tabelle 20: Km-Wert und Vmax der JBM mit 4-MU-Man

Kv 04%0.05mM

Vmax 10.6 £ 0.4 F/s
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7.3.2.2 1Cso Bestimmung von Swainsonin

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-f-D-glucopyranosid  (4-MU-GIc) wurde im Reaktionspuffer zu
folgenden Konzentrationen pro Well verdunnt: 0.7 mM, 0.3 mM, 0.2 mM, 0.1 mM, 0.05 mM

Inhibitor:

Swainsonin wurde in Puffer zu folgenden Konzentrationen pro Well verdiinnt: 1000 nM, 750
nM, 500 nM, 250 nM, 200 nM, 100 nM, 80 nM, 75 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM, 25 nM, 20 nM,
10 nM

Pipettierschema:

30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 pL Enzym
Positiv-Kontrolle: 30 pL Puffer + 10 pL Substrat + 10 pL Enzym
Negativ-Kontrolle: 30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 pL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 30 pL der verschieden konzentrierten Swainsoninlésungen
(Dreifachbestimmung) in die Wells pipettiert. Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der
Substratlésungen bei 37 °C. Unter Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 uL der
Enzyml6sung in jedes Well pipettiert (fir die Negativ-Kontrolle stattdessen 10 pL Puffer) und
die Reaktionsmischung fur weitere 5 Minuten inkubiert. Zum Schluss wurden 10 pL der
Substratldsung zugefugt, das Reaktionsvolumen mit einer Multikanalpipette vermischt und die
Platte fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde fiir 10 Sekunden geschittelt und
anschlieBend alle 30 Sekunden die Fluoreszenz tiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C
gemessen. Die Negativ-Kontrolle enthalt 150 nM Swainsonin pro Well, um eine zu hohe
Autofluoreszenz des Inhibitors auszuschliel3en. Diese wurde ebenfalls dreifach bestimmt. Die

Positiv-Kontrolle wurde vierfach bestimmt, um die ungehemmte Enzymaktivitat zu messen.

Auf diese Weise wurden folgende 1Cso-Werte bestimmt:
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Tabelle 21: 1Cso-Werte von Swainsonin in anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen des Substrats 4-MU-Man

Konzentration von 4-Mu-Man [mMM]  ICso Werte [nM]

0.05 141 +9
0.1 160+ 4
0.2 160 + 16
0.3 207 + 16
0.7 278 £15

7.3.2.3 Bestimmung des Ki -Werts von Swainsonin als slow binder

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid (MS3) wurde im Reaktionspuffer zu folgenden
Konzentrationen pro Well verdinnt: 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1.75 mM, 1.5 mM, 1 mM, 0.8 mM,
0.6 mM, 0.4 mM, 0.2 mM, 0.1 mM, 0.05 mM, 0.01 mM

Inhibitor:
Swainsonin wurde in Puffer zu einer Konzentration von 150 nM pro Well verdinnt.

Pipettierschema:

10 pL Inhibitor + 30 pL Substrt + 10 pL Enzym
10 pL Puffer + 30 pL Substrat + 10 pL Enzym (fur den Kv-Wert)

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden das Enzym wund der Inhibitor oder der Puffer
(Dreifachbestimmung) vorgelegt. Dann wurde fir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden 30 pL der unterschiedlich konzentrierten Substratlésungen mit einer Multikanalpipette

zugefugt und das Reaktionsvolumen mit derselben Multikanalpipette durchmischt. Die Platte
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wurde fiir 10 Sekunden geschittelt und anschlieBend alle 30 Sekunden die Fluoreszenz lber

einen Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C gemessen.

Auf diese Weise wurden folgende Werte fiir Km (bzw. Km™) und vimax bestimmt:

Tabelle 22: Km- und vmax-Werte der JBM

Kwm (Km' mit Swainsonin) Vimax
Ohne Swainsonin 0.7+£0.2mM 11+1.2F/s
Mit Swainsonin 1.1+0.2mM 3.7+ 0.3F/s

Daraus wurden folgende Ku-, Vmax- und Ki-Werte sowohl unter der Annahme kompetitiver als

auch nicht-kompetitiver Hemmung errrechnet:

Tabelle 23: Kv-, Vmax- und Ki-Werte der dGMII

kompetitive Hemmung nach nicht-kompetitive Hemmung nach
Gleichung 6 Gleichung 7
Kwm 0.67 £0.14 mM 0.70 £ 0,14 mM
Vmax 105+ 0.9 F/s 10.7 £ 0.9 F/s
Ki 18 + 4 nM 58 £ 9 nM

Unter der Annahme, dass Swainsonin ein slow-binder ist, wurden fur die JBM zudem die
Dissoziationskonstante K; fiir den [El]-Komplex und Ki* fiir den isomeren [E*I]-Komplex uber
die Anfangsgeschwindigkeit (vi) und die Gleichgewichtsgeschwindigkeit (vs) berechnet. Die
Werte flr vi und vs wurden aus den 1Cso-Werten (siehe Tabelle 21) bestimmt. Die Werte fir K;

und Ki* sind in Tabelle 24 angegeben.
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Tabelle 24: Liste der Ki- und Ki*-Werte berechnet aus den ICso-Werten in Tabelle 21 nach Gleichung 11

[4-MU-Man] Ki Ki*
0.05 mM 173+ 14nM 112+ 6 nM
0.1 mM 197+11nM 128+ 7 nM
0.2mM 151+9nM 115+ 8nM
0.3mM 169+ 13nM 147 +8nM
0.7mM 194+10nM 135+ 9nM

7.3.3 Enzymassay mit der g-Glucosidase aus St3mandeln

Die Km-Wertbestimmung und die 1Cso-Wert Messung wurden von Malena dos Santos
Guilherme (im Rahmen ihrer Diplomarbeit) und Evelin Schmid (im Rahmen ihrer
Bachelorarbeit) im Arbeitskreis Schirmeister an der JGU Mainz durchgefihrt. Dabei wurden
sie betreut von Lina Irsheid. Fur die fluoreszenzbasierten Assays mit der s-Glucosidase wurden

der Reaktionspuffer und das Enzym wie folgt hergestellt:

Reaktionspuffer:

Citrat-Puffer, pH = 5.0

Enzym:

[-Glucosidase aus Stflmandeln wurde in Citrat-Puffer mit einer Kozentration pro Well von
40 pg/mL (0.748 U/mL) verwendet.

224



Anhang

7.3.3.1 Bestimmung des Km-Werts

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-a-D-mannopyranosid (MS3) wurde im Reaktionspuffer zu folgenden
Konznetration pro Well verdiinnt: 7 mM, 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM, 0.75 mM,
0.5 mM, 0.25 mM

Pipettierschema:

Positiv-Kontrolle: 40 uL Substrat + 10 pL Enzym
Negativ-Kontrolle: 40 pL Substrat + 10 pL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 40 uL der verschieden konzentrierten Substratlésungen in die
Wells pipettiert (Dreifachbestimmung). Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der
Substratlésungen bei 37 °C. Unter Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 pL der
Enzymlosung in jedes Well pipettiert (fir die Negativ-Kontrolle stattdessen 10 pL Puffer), das
Reaktionsvolumen wurde mit der Multikanalpipette vermischt und die Platte fir 5 Minuten bei
37 °C inkubiert. Es wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Platte wurde fir 10
Sekunden geschittelt und anschlieBend alle 30-40 Sekunden die Fluoreszenz ber einen

Zeitraum von 15 Minuten bei 37 °C gemessen.

Auf diese Weise wurden der Km-Wert und vmax zu folgenden Werten bestimmi:

Tabelle 25: Km-Wert und vmax der -Glucosidase aus StiBmandeln mit 4-MU-Glc

Kv  29+04mM

Vmax 4.4%0.2F/s

7.3.3.2 1Cs0 Bestimmung von Isofagomin

Substrat:

4-Methylumbelliferyl-#-D-mannopyranosid (MS3) wurde in Reaktionspuffer bei einer

Konzentration von 0.1 mM pro Well verwendet.
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Anhang

Inhibitor:

Swainsonin wirde in Puffer zu folgenden Konzentrationen pro Well verdinnt: 1000 nM, 900
nM, 800 nM, 700 nM, 600 nM, 500 nM, 400 nM, 300 nM, 100 nM

Pipettierschema:

30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 uL Enzym
Positiv-Kontrolle: 30 pL Puffer + 10 pL Substrat + 10 pL Enzym
Negativ-Kontrolle: 30 pL Inhibitor + 10 pL Substrat + 10 puL Puffer

Experimentelle Durchfiihrung:

Auf einer 96 Well Platte wurden 30 pL der verschieden konzentrierten Swainsoninlésungen
(Dreifachbestimmung) in die Wells pipettiert. Darauf folgten 2 Minuten Inkubation der
Substratlosungen bei 37 °C. Unter Verwendung einer Multikanalpipette wurden 10 uL der
Enzyml6sung in jedes Well pipettiert (flr die Negativ-Kontrolle stattdessen 10 pL Puffer) und
die Reaktionsmischung fir weitere 5 Minuten inkubiert. Zum Schluss wurden 10 pL der
Substratlosung zugefugt, das Reaktionsvolumen mit einer Multikanalpipette vermischt und die
Platte fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde fiir 10 Sekunden geschittelt und
anschlieBend wurde alle 30 Sekunden die Fluoreszenz tiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei
37 °C gemessen. Die Negativ-Kontrolle enthédlt 150 nM Swainsonin pro Well um eine zu hohe
Autofluoreszenz des Inhibitors auszuschlielen. Diese wurde ebenfalls dreifach bestimmt. Die

Positiv-Kontrolle wurde vierfach bestimmt, um die ungehemmte Enzymaktivitat zu messen.

Auf diese Weise wurden der ICso-Wert zu 174.7 + 73.4 nM bestimmt
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