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Summery

Summary

In the first part of the thesis inhibitors for the sialic acid receptors of the polyoma virus were
synthesised. To reach a high affinity for the adhesion sites of the virus, multivalent inhibitors
were designed to bind to the carbohydrate recognition domains resolved in the crystal
structure of the capsid protein pV1. The multivalent inhibitors should consist of long and rigid
linkers of about 30 A separating the sialic acids. Three different strategies to synthesise
multivalent inhibitors with carotinoids as linkers were elaborated. The necessary building
blocks were synthesised but the conjugation of carotinoids with saccharides was neither

acchieved by direct glycosylation nor by an amid binding nor by a Wittig-Horner-reaction.

In the second part of the thesis a library of highly diverse oligosaccharide mimics was
synthesised to analyse and inhibit cell-ECM-interactions of tumour cells. The mimics
consisted of a core of substituted furanes, which were glycosylated with a variety of
saccharides. Mono- and disaccharides of fucose, galactose and lactose, as well as
combinations of these saccharides were obtained by glycosylation of 3,4-
bishydroxymethylfurane. Analogous saccharides of 2,5-substituted furanes were available by
glycosylation of 5-hydroxymethylfurfural (HMF). sLe*- and sulfated-Le”* play a major role in
recognition processes of tumour cells. Molecular modelling calculations predicted a high
structural similarity between the saccharide mimic and sLewis®. Four different sialosides and
various sulfated glycosides were therefore synthesised. A protecting group strategy was
elaborated to synthesise complex sLewis® mimics and different fucosyl donors were evaluated
for the synthesis of a-fucosides.

One of the sulphated saccharide mimics, 3-B-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-
oxymethyl-furan (GSF), has an inhibitory potential on the adhesion of melanoma cells to
ECM proteins, as was shown in another thesis. GSF was then conjugated to biotin and
fluorescein in a Diels-Alder-reaction. The fluorescein-GSF adduct is presently used as
staining tool to localise and visualise lectins on cell surfaces.

The synthetic strategy developed allow the generation of highly diverse saccharide mimics
which are not only useful tools to study the role of carbohydrates in biological processes such
as cell adhesion and migration, but are also powerful diagnostic tools to detect lectins on cell

surfaces.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Inhibitoren zuckerbindender Oberflichenproteine des
Polyomavirus synthetisiert. Anhand der Kristallstruktur des Kapsidproteins pvl und der
darauf lokalisierten Lektindoménen konnten optimierte multivalente Inhibitoren modelliert
werden. Durch Verwendung langer, rigider Ketten (ca. 30A) auf Basis von Carotinoiden
sollten Inhibitoren iiber Sialinsduren gleichzeitig mehrere Bindungsstellen blockieren
konnen. Drei gédnzlich verschiedene Synthesestrategien wurden ausgearbeitet und die
hierzu noétigen Synthesebausteine dargestellt. Die Kopplungen zwischen den jeweiligen
Sacchariden und Carotinoiden erwiesen sich als problematisch: Weder durch direkte
Glycosilierung noch durch eine Amidbildung oder eine Wittig-Horner-Reaktion konnten

entsprechende Konjugate aus Carotinoiden und Sacchariden erhalten werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Glycosidmimetika auf Basis von Furanen synthetisiert,
um die Adhésion von metastasierenden Zellen untersuchen und inhibieren zu kénnen.
Mono- und Diglycoside mit Fucose, Galactose und Lactose, sowie Kombinationen dieser
Saccharide konnten durch direkte Glycosilierung von 3,4-Bishydroxymethylfuran
dargestellt werden. Glycoside 2,5-substituierter Furane waren ausgehend von 5-
Hydroxymethylfuran (HMF) zugénglich. Als tumorassoziierte Saccharidmimetika konnten
vier verschiedene Sialoside, sowie verschiedene sulfatierte Glycoside dargestellt werden.
3-B-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan ~ (GSF)  konnte  fiir
biologische Untersuchungen via Diels-Alder-Reaktion mit Biotin und Fluorescein markiert
werden. Weiterhin konnten durch geeignete Schutzgruppenstrategien strukturell
komplexere Mimetika dargestellt und verschiedene Fucosyldonoren zur Synthese von a-
Fucosiden evaluiert werden. Per Molecular Modelling konnte gezeigt werden, daB3 die
Struktur der Saccharidmimetika der des Tetrasaccharides sLewis™ entspricht.

GSF zeigte im Rahmen einer weiteren Arbeit in verschiedenen Assays eine erfolgreiche
Inhibition der Adhésion von Melanomzellen. Zur genaueren Untersuchung der Zell-ECM—
Wechselwirkungen wird das Fluorescein-gekoppelte Derivat derzeit eingesetzt.

Durch eine bausteinartige Synthese konnten relativ einfach Mimetika mit einer hohen
Diversitdt darstellt werden. Ferner konnte gezeigt werden, daB3 diese Mimetika nicht nur
gute Inhibitoren der Zelladhdsion sind, sondern auch als wirksames diagnostisches

Werkzeug eingesetzt werden konnen.
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1 Einleitung

1.1 Krebs: Allgemeines

Pro Jahr erkranken in der BRD ca. 450.000 Menschen an Krebs; etwa 220.000 sterben
daran. Damit stellt diese Erkrankungsgruppe nach den Herz-Kreislauferkrankungen die
zweithdufigste Todesursache dar. Dank der modernen Medizin konnte die
Sterblichkeitsrate allein in den letzten zehn Jahren um mehr als zehn Prozent gesenkt
werden. Hauptverantwortlich hierfiir ist neben der insgesamt raschen Entwicklung in der
Medizin ein konzeptionelles Umdenken: weg von solitirer Therapie hin zu
interdisziplindren, multimodalen Therapieansitzen. Strahlenterapeutische MaBnahmen und
medikamentdse Therapien haben neben operativen Eingriffen stark an Bedeutung
gewonnen.

Chemotherapien, die in essentielle molekularbiologische Prozesse wie die DNA-
Replikation und den Zellzyklus eingreifen, werden eingesetzt, um Tumore zu zerstéren
oder das unkontollierte Zellwachstum zu stoppen. Da sie vorwiegend unspezifisch wirken,
sind sie meist mit einem hohen MaBl an Nebenwirkungen verbunden. Kombitherapien
mehrerer Zytostatika dienen dazu, die Einzeltoxizitdt der Substanzen herabzusetzen und
dennoch eine effiziente Zellabtotungsrate zu erzielen. Ein optimaler Erfolg wird meist
durch eine individuelle Abstimmung der eingesetzten Therapien erlangt.

Die Suche nach neuen und selektiveren Ansatzpunkten, sowohl fiir eine verbesserte
Diagnostik als auch fiir die Entwicklung neuer Therapien, steht folglich im Mittelpunkt der
Krebsforschung. Entwicklungen im Bereich der Hormon- oder Immuntherapie zeigen, daf3
nicht nur essentielle Schritte der Zellteilung mogliche Angriffspunkte darstellen.
Molekulare Verdnderungen der Zelloberflachen erweisen sich als interessantes Target, da
die Membranbestandteile (Lipide, Proteine und Glycokonjugate) wesentlich an der
Adhidsion von Zellen, aber auch bei der Zellkommunikation und Signaltransduktion

beteiligt sind.
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1.2 Glycokonjugate: Mediatoren der zellularen Erkennung

Kohlenhydrate spielen eine wesentliche Rolle in vielen biologischen Prozessen'”.
Klassischerweise werden Kohlenhydrate vor allem mit dem Transport und der Speicherung
von Energie verbunden. Dies ist jedoch nur ein kleiner Bereich einer grofen Fiille
verschiedener Funktionen’. Biologisch relevante Kohlenhydrate bestehen aus kovalent
gebundenen Monosacchariden, die als Oligosaccharide oder Proteoglycane bezeichnet
werden. In Sdugetieren findet man neun verschiedene Monosaccharide, die zusétzlich
modifiziert (z.B. acetyliert oder sulfatiert) sein konnen (Abbildung 1). Oligosaccharide
verfiigen iiber ein enormes Potential struktureller Variabilitit, insbesondere wenn man die
hohe Zahl moglicher Konstitutionsisomere betrachtet. Oligosaccharide konnen daher auf

kleinstem Raum verschiedenste Strukturen einnehmen und sind pradestinierte Tréger von

: 4
Informationen™.
Glucose (Glc) N-acetylglucosamine (GlcNAc) Glucuronic acid (GIcA)
H
Ho HO:C
Ho OH H Ho ~OH
: Y :
Mannose (Man) N-acetyilmannosamine (ManMNAc) Sialic acid {Sia)
3 ,OH co,;
HO _  oH HO =2
SNV Ja g ¢ g
HO HoO -0
Ho ~OH Ho oM \B,NH Hd
Galactose (Gal) N-acetylgalactosamine (GalNAc) Fucose (Fuc)
OH ,OH HO
Ho  AH o OH
® O “"mon ﬁH cmoH
HO ~OH \rrNH 3 \.OH

]

Abbildung 1: Monosaccharide humaner Oligosaccharide

In fein abgestimmter Weise konnen Oligosaccharide mit entsprechenden Lektinen’ Signale
iibertragen und dienen als Rezeptoren fiir bakterielle Toxine, Hormone und Antikdrper
(Abbildung 2). Desweiteren sind Glycokonjugate mageblich an interzelluléren Prozessen
und an der Zellregulation beteiligt’. Involviert sind sie weiterhin bei Adhidsions- und
Infektionsprozessen durch Viren und Bakterien sowie bei der Metastasierung von

Krebszellen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktionen von Oligosacchariden in der
Natur: als Energielieferanten im Stoffwechsel, aber auch als Liganden in Form von
Glycolipiden und Glycoproteinen auf der Zelloberfliche (links), wo sie die Glycocalyx
bilden (rechts: mikroskopische Aufnahme der Glycocalyx’).

Oligosaccharide sind in den meisten Féllen an Lipide oder Proteine gebunden und werden
als Glycokonjugate bezeichnet. Glycoproteine sind am komplexesten: Sie treten als N-
oder O-Glycane auf und sind an Asparagin oder Threonin verkniipft. Alle N-Glycoproteine
haben eine gemeinsame verzweigte pentasaccharidische Kernregion der Struktur

Man(al,6)[Man(al,3)]Man(pB1,4)-GlcNAc(B1,4)GIcNAc (Abbildung 3).

Oligosaccharid- llmtenmahD oH

HO

a &H
'&\_\a o Az HO \___.--..__ -
0
HO O -
" st |00 o o m.-",":"‘# THy
=]
I‘IJ"“\.--"""-\—._ ml:l EH o Biqitieaibe
& i \___...--,__ n:l:r\\__..-hi_ o R H Ill
Ha o) T I-I:l\__..—.:._; \
GleMAe (F 1.6) _-/’,m__ - l a
Man [ 1,8} +-Fuc (ff
SleMAC (B 1.2) ro H Pt

- Man (i 1.4) Glchac §1,4) GlcMAc 3 1) -Asn
GlcMAC (i 1,4)
man i 1.3)
Glchlac (i 1,2

+i- (i 1,4) GleMac

Abbildung 3: Darstellung eines N-Glycoproteins: Griin unterlegt ist die Corestruktur; die
mafigeblich an der Bindung zu Lektinen beteiligten Saccharide sind multiantenndr an den
Enden des Glycoproteins angeordnet.”

Die Kernregion hat in der Regel keine besondere Erkennungsfunktion, sondern fungiert

lediglich als Geriist des Oligosaccharides und wird daher oft als Core bezeichnet. Von da
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aus verzweigen sich die Oligosaccharidketten weiter, so dal man von oligoantennéren
Verbindungen spricht. Diese Oligoantennaritit stellt das wesentliche Strukturmerkmal bei
der Wechselwirkung von Oligosacchariden dar.

Glycolipide bestehen aus einem Oligosaccharidteil, der kovalent iiber Inositol oder
Sphingosin an eine Fettsdure gebunden ist. Das Zusammenspiel des unpolaren
membrangebundenen Anteils mit dem extrazelluldren Saccharidteil befdhigt Glycolipide
zu wesentlichen Funktionen der Zelladhdsion: GPI-Anker binden Proteine an die
Zellmembran, Ganglioside spielen bei der Entwicklung der Nervenbahnen eine

entscheidende Rolle, und auch auf Tumorzellen werden spezielle Glycolipide exprimiert.

Lektin-Oligosaccharid-Interaktionen wurden oftmals unterschitzt, da die Wechsel-
wirkungen meist nur sehr schwach sind und die Saccharide schwer zu analysieren waren.
Die Verbesserung der Nachweismethoden hat dazu beigetragen, daBl Lektin-
Oligosaccharid-Interaktionen aus der Mikrobiologie, der Immunologie® und der

Tumorbiologie nicht mehr wegzudenken sind.

1.2.1 Sialinsaure: Ein Schlussel der Zell-Zell-Erkennung

Eine besondere Bedeutung als Ligand bei zelluldren Wechselwirkungen kommt den
Sialinsduren zu. Man versteht hierunter die etwa 40 verschiedenen natiirlichen Derivate der
Neuraminsdure, die sich im wesentlichen nur durch ihre unterschiedliche N- und O-
Substitution unterscheiden (Abbildung 4). Sie werden in hoheren Konzentrationen auf
Membranen von Vertebraten gefunden, wo sie die terminalen Positionen der

Glycokonjugate besetzen’.

4_
R™=-H, -Ac rR%°0 OR®

R8=-H, -Ac, -Me, -SO5H
R5= -H, -Ac, -COCH,OH, %\/\ OH 3
-COCH,0Ac iAo WCOzH R®=-H, -Ac, -PO3H
R'=-H, -Ac, R*0

Abbildung 4: Natiirliche Sialinsdurederivate

Mit ihrer herausragenden Funktion als terminale Saccharide haben Sialinsduren eine

Schliisselfunktion bei Infektionen, bei der Krebserkrankung und in der Immunologie.
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Viren und Bakterien haben sich die Erkennung von Sialinsduren zu eigen gemacht, um an

10,11

humane Wirtszellen zu binden ™ . Prominente Beispiele sind das Influenza Virus, das

Rotavirus, HP-Viren, Vibrio cholerae sowie Helicobacter pylori.

Im eigenen Organismus maskieren Sialinsduren Glycoproteine und schiitzen sie vor dem
Abbau durch das Immunsystem. Zellen konnen den Gehalt an Sialinsdure auf der
Zelloberflaiche regulieren. So werden rote Blutkorperchen mit einem um 10-20%
verringerten Gehalt an Sialinsduren vom Immunsystem abgebaut. Im Gegenzug findet man
auf metastasierenden Zellen eine Uberexpression an Sialinsiure. Eine reversible
Sialylierung konnte also einen wichtigen Faktor bei der Regulierung der Zelladhésion und
dem bésartigen Wachstum darstellen'>. Die Mechanismen einer solchen Regulierung sind
bislang jedoch nicht aufgeklart. Es konnte gezeigt werden, da3 Insulin eine Sialylierung
stimuliert, wihrend Ethanol die Sialylierung von Gangliosiden herabsetzt. Die besondere
Bedeutung der verschiedenen Sialinsdurederivate ist noch unklar, Neu5Ge (5-Glycolyl-
Neuraminsiure) konnte erstmalig vermehrt auf Tumorzellen nachgewiesen werden'>'.

Die hohe Konzentration an Sialinsduren in Milch bzw. vor allem in Colostrum laf3t

weiterhin auf eine essentielle Funktion in der Entwicklung schlieen.

1.2.2 Bedeutung sialinsaurebindender Lektine

Einige Viren und andere Mikroorganismen besitzen sialinsdurespezifische Lektine, mit
denen sie an die Wirtszelle binden kénnen. Der bekannteste Fall ist das Influenza Virus,
das selektiv liber Hadmagglutinin und eine Neuraminidase an Sialinsdure humaner
Glycokonjugate bindet. Die bei infektidosen Prozessen beteiligten viralen und bakteriellen
Lektine sind in vielen Fillen seit geraumer Zeit bekannt'’. Einige humane Lektine, die
ebenso spezifisch an Sialinsdure binden, konnten zudem identifiziert werden. Man

unterteilt sie in zwei Gruppen, die Siglecs und die Selektine.

Als Siglecs werden sialinsdurebindende immunoglobulin  (Ig)-artige  Lektine,
Adhidsionsmolekiile, die  Zell-Zell-Interaktionen  durch  Erkennung  sialylierter

Glycokonjugate vermitteln, bezeichnet'>"”. Sie werden auf Zellen des hidmatopoietischen
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Systems exprimiert. Man kennt inzwischen 10 verschiedene Siglecs, die bekanntesten sind:
Sialoadhesin, CD22, CD33 und MAG'*".

Siglecs binden oftmals an zelleigene Glycokonjugate. Damit stellt ihre Bindung an
Sialinsdure eine Maskierung zelleigener Glycokonjugate an der Zelloberflache dar, die zu
einer Unterdriickung bestimmter Zell-Zell-Wechselwirkungen fiihrt. Es wird vermutet, daf3
die ,,.Demaskierung® der Siglecs durch zelleigene Sialidasen aktiviert wird. Sofern diese
Maskierung und Demaskierung einen dynamischen Prozel3 darstellt, konnte den Siglecs
eine Signalwirkung zukommen. Sie konnten fiir die Regulierung des Immunsystems eine

ebenso grofie Rolle spielen wie Phosphorylierungen und dhnliche Mechanismen™.

Als Selektine (,,selective lectin-dependent Adhdsion molecules) bezeichnet man die drei

eng miteinander verwandten Zelladhdsionsmolekiile, E-, P- und L- Selektin®':

P-Selektin befindet sich in den intrazelluliren R&umen der Thrombozyten und
Endothelzellen und kann innerhalb einiger Minuten nach Aktivierung durch Histamin,
Peroxidradikale oder Thrombin auf der Zelloberfldche exprimiert werden.

E-Selektin findet man nach Aktivierung durch Interleukin-1 (IL-1) oder durch TNFo auf
den Endothelzellen. Es wird erst Stunden nach der Aktivierung auf den Zellen exprimiert.
L-Selektin wird auf den Leukozyten exprimiert und bindet an O-Glycane der
Endothelzellen.

Selektine sind Transmembranproteine, die an die Tetrasaccharide sialyl-Lewis™ und sialyl-
Lewis” binden und so Zell-Zell-Interaktionen zwischen Leukozyten, Thrombozyten und
Endothelzellen bei Prozessen wie der Entziindung, der Metastasierung und der

Angiogenese” vermitteln.

Am bekanntesten ist die Wechselwirkung der E-Selektine mit Oligosacchariden der

. , 23-25
Leukozyten in Entziindungsprozessen

. E-Selektin erlaubt zirkulierenden Leukozyten
die kurzzeitige Anheftung und das Entlangrollen (,,Rolling*) an den GefaBwinden. Durch
diese niedrig-affinen Kontakte zur GefdBwand werden Leukozyten durch die dort
sezernierten Chemokine und exprimierten Adhisionsmolekiile stimuliert. Uber die so
aktivierten Integrine adhidrieren die Leukozyten hochaffin an Ig-Familienmitglieder auf

dem Endothel und wandern Integrin-vermittelt an den Ort der Entziindung. Durch

Signaltransduktionsprozesse, die von den Integrinen ausgelost werden, wird die



11 Einleitung

Reorganisation des Zytoskeletts der Leukozyten eingeleitet, so dal ein Abflachen der

Zellen ihren anschliefenden Durchtritt durch die GefaBwinde erleichtert.

1.3 Glycopathologie von Tumoren

Die Glycobiologie fand in der Krebsforschung lange Zeit keine Beachtung. Dafiir sind
heute drastische Modifikationen der Expression von Glycokonjugaten auf Tumorzellen
ebenso bekannt wie die damit verbundenen biochemischen Verinderungen in der Zelle®.

Ausgehend von Patientendaten konnte eine Korrelation zwischen der Aberration der
Glycokonjugate und dem Tumorgrad, sowie der Tendenz zur Invasion und Metastasierung
erhoben werden (Tabelle 1)*’. Diese geht mit der Uberlebensprognose einher: Eine hohe

Expression bestimmter Oligosaccharidepitope konnte einer postoperativen Uberlebens-

wahrscheinlichkeit von nur fiinf bis zehn Jahren zugeordnet werden.

Strukturelle Biosynthetische Strukturelle Endogene Proanose
Veranderungen |Verdnderungen Konsequenzen Lektine 9
. . VergdBerung und .
Erhdhte B1-6 Erhohte GNT Vv héhere Galektin, Verschhmmerung von
.. Gen Expression - . Tumorgrad, Invasion
Verknipfung Verzweigung der Selektin -
. und Metastasierung
Saccharidstrukturen
. Veranderte
Verminderte - .. .
. Expression Erhohte Expression . N
Expression . Korreliert mit einer
der Fucosyl an Selektin
an . schlechten Prognose
. Transferasen sLewis x / a
Lewis x und y
Erhéhung der
- E-, P-, L- .

.. negativen . Verschlimmerung von
Erhohte Selektin, ?
- Unbekannt Aufladung der - Tumorgrad, Invasion

Sialylierung .. Siglecs, .
Zelloberflache Sialoadhesin und Metastasierung
Maskierungsfunktion
Erh::ttie;]alyl n Erhohte Expression CD 22, Siglecs, Korreliert mit einer
gen der ST6Gal I Selektine schlechten Prognose
Expression
Erhéhte Tn . . Erhéhter Abbau
Antigen Veranderte Golgi von O-Glycosiden? Galektin unbekannt
; Aktivitat
Expression Verlust an Ladung
Verminderte Korreliert mit einer
Saccharld- Unbekannt unbekannt E-Selektin schlechten Prognose
sulfatierung

Tabelle 1: Verdnderte Glycosilierung von Tumorzellen: biochemische und diagnosische

27
Relevanz
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Oligosaccharide von Tumorzellen weisen insbesondere eine erhdhte Verzweigung auf™, da
viele B1-6GlcNAc verkniipfte N-Glykane auftreten. Dies hat eine Umstrukturierung der
Oberflaiche zur Folge, die eine vermehrte Sialylierung ermdglicht. Zu den
tumorassoziierten Antigenen zdhlen insbesondere Glycosphingolipide, wie GM2 und GD3,
das sialyl-Tn-Antigen als O-Glycan und gewisse terminale Saccharidstrukturen wie:
Lewis’, sialyl-Lewis™ und sialyl-Lewis®, sowie 2,8- oder 2,9-verkniipfte Polysialinséiuren29

(Abbildung 5).

HO HO

OH OH OH oH
Me (e} Me%ﬁ
HO OH
HO HO  Ho,c 19 ~oH NHR HO,C or

o}
oo oA O%d o N2 g2 =
(e
AcHN OH HOUS iy L OH NHR
HO

Sialyl Lewis x Sialyl Lewis a

HO HO HO,C

HO HO HO,C HO _oH HOm o o HO HO,C
Q AcHN o o
C NHAc
HO HO
sialyl Tn Antigen 2,9- Polysialinsaure

Abbildung 5: Wesentliche tumorassoziierte Antigene

In der Diagnostik ermoéglichen diese Erkenntnisse bessere histologische

30,31
Gewebeanalysen™

. Auflerdem werden diese pathologischen Verdnderungen fiir die
Entwicklung von Tumormarkern ausgenutzt. So handelt es sich bei den meisten aktuell
verwendeten Tumormarker um spezielle Glycoproteine oder Glycolipide’™*. Die
prominentesten Beispiele sind>>*°® CEA, CA 125, CA 19-9, CA72-4 und CA15-3.

Die Schwierigkeiten bei der Verwendung von Glycokonjugaten als Tumormarker liegen
vor allem darin, daB3 diese Epitope bei chronischen Entziindungen meist ebenfalls
exprimiert werden und es zu Fehldiagnosen kommt. Die Frage, inwiefern die
pathologische Glycosilierung eine Folge oder vielmehr ein Grund fiir die Krebserkrankung
ist, ist noch zu kldren. Die verdnderte Glycosilierung ist jedoch sicher ein Schliisselschritt

in der Induktion von Invasion und Metastasierung37’38.



13 Einleitung

1.3.1 Mechanismen der Tumormetastasierung

Unter Metastasierung (griech. ,,metastasis“= Wegzug) versteht man die Verschleppung
neoplastischer Zellen auf dem Blut- oder Lymphweg von einer Korperstelle an eine andere
und ihr dortiges Heranwachsen. Von mehreren tausend verschleppten Zellen siedelt sich
zwar meist nur eine einzelne an, diese Fahigkeit der Metastasenbildung macht die
vollstindige Ausrottung eines Tumors durch Operationen, lokale Bestrahlung oder
Chemotherapie aber schwierig und ist in der Regel fiir das Schicksal der Tumorpatienten
entscheidend.

In der metastatischen Kaskade 16sen sich Tumorzellen eines Primértumors aus ihrem
Verband, wandern durch das umliegende Stroma und treten dann in das vaskuldre oder
lymphatische System iiber. Um eine Metastase in einem entfernten Gewebe bilden zu
konnen, miissen die disseminierten Zellen im Blutgefdl3system zunéchst iiberleben, bevor
sie nach Adhésion an das dortige Endothel in das Organ eindringen. Viele dieser Schritte
sind mit der Extravasion von Leukozyten in entziindete Gewebe vergleichbar oder auch

mit der Gewebsneubildung bei der Wundheilung®”.

WVimgnlar iclilisilion  Dulachimemt of e s fullesinn ol . ; .
afcmer oells —e caneercells = VIPRSENE o el g —=  Firniatin ol
PGy lomos run primary sy SAIeEr ol snlethaliemn icndazhilie Lumor

Abbildung 6: Mechanismus der sLewis" vermittelten Metastasierung

Im frithen Stadium der malignen Progression korreliert der Verlust des Zusammenhalts
einzelner Zellen im Gewebe (Epithel) mit einer erhdhten Produktion proteolytischer

Enzyme. Insbesondere Matrixmetalloproteinasen fithren zum Abbau der Bindung zur
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extrazelluliren Matrix (ECM). Fiir die Adhision metastatischer Zellen an das Endothel im
zu besiedelnden Organ wird ein dhnlicher Mechanismus wie der der Leukozytenadhésion
an aktivierte Endothelien postuliert”. So kommt es iiber sLewis® zunichst zu einer
Adhision an Selektine und im folgenden Schritt zur Aktivierung und Bindung an Integrine.
Wihrend des Prozesses kommt es zu einer Ausschiittung von Zytokinen, die wiederum

wesentlich am Tumorwachstum und der Tumorprogression beteiligt sind.

1.4 Saccharidmimetika als potentielle Wirkstoffe

Einleitend wurde die vielfiltige Bedeutung von Oligosaccharidstrukturen in biologischen
Prozessen dargelegt. Obwohl sich daraus eine Vielzahl therapeutischer Anwendungen
ergibt, ist die Entwicklung von Pharmazeutika auf Basis von Kohlenhydraten deutlich
langsamer verlaufen als zundchst erwartet wurde. Dies liegt zum einen an
pharmakologischen Schwierigkeiten: Ihre Affinitit zu Proteinrezeptoren ist meist gering,
bei oraler Einnahme sind sie inaktiv und ihre in vivo Halbwertzeit ist erfahrungsgemaf
aufgrund ihrer Labilitdit gegeniiber dem enzymatischen Abbau durch Glycosidasen
begrenzt.

Aber auch die schlechte grofftechnische Zugénglichkeit zu Oligosacchariden hat letztlich
die Entwicklung saccharidhaltiger Pharmaka beeintrachtigt. Oligosaccharidstrukturen
erweisen sich immer noch als seltene und &uBerst kostspielige Substanzen. Die
gentechnische Synthese von Glycoproteinen scheitert an der Heterogenitidt der
Saccharidstruktur nach der posttranslationalen Modifikation. Die Isolierung von
Glycokonjugaten ist aufgrund der komplexen Struktur der Oligosaccharide mit
umfangreichen analytischen Schwierigkeiten verbunden und die Totalsynthese von
Glycokonjugaten ist durch die funktionelle Homologie der Saccharide ohne eine
aufwendige Schutzgruppenchemie nicht zu bewiltigen. Automatisierte Verfahren'® zur

41,42 . . .
* werden zur Zeit entwickelt, ihr

Synthese von Oligosacchariden an der Festphase
Durchsatz kann bislang allerdings mit dem Erfolg einer automatisierten Peptidsynthese

nicht konkurrieren.

Es liegt daher nahe, Saccharidstrukturen zu vereinfachen und zu variieren, so daBl die

Spezifitit und Wirksamkeit zu Enzymen und Lektinen im Vergleich zu den natiirlichen
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Sacchariden erhoht ist. Diese dem natiirlichen Vorbild abgeleiteten synthetischen

Kohlenhydratanaloga nennt man auch Glycosid- oder Saccharidmimetika.

Bei der Entwicklung von Saccharidmimetika ist die Struktur des Mimetikums von
entscheidender Bedeutung, dennoch muf3 zwischen der als Vorbild dienenden Verbindung
und dem entsprechenden Mimetikum nicht notwendigerweise eine strukturelle Ahnlichkeit
bestehen. Entscheidend ist vielmehr eine enge Funktionsverwandtschaft.

Die genaue Kenntnis der Struktur des zu imitierenden Liganden und des angesprochenen
Rezeptors ist bei der Konzeption eines Saccharidmimetikums von Bedeutung. Sind die
Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen bereits hinreichend bekannt, so hat sich als
bevorzugter Ansatz das rationale Design von Mimetika bewidhrt. Dabei werden neue
Strukturen ausgehend von der natiirlichen Vorbildstruktur durch gezielte Modifikationen
und Vereinfachungen erhalten. Nach Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen

konnen dann weitere Strukturoptimierungen vorgenommen werden.

Als Alternative haben sich kombinatorische Ansédtze bei der Entwicklung von
Glycomimetika als sinnvoll erwiesen. Vor allem in den Fillen, in denen die Kohlenhydrat-
Rezeptor-Wechselwirkungen bislang nicht vollstandig aufgekldrt wurden, konnten durch

entsprechende Substanzbibliotheken biologisch aktive Glycomimetika entwickelt werden.

1.4.1 Multivalente Saccharidmimetika

In biologischen Systemen werden vielfach polyvalente Bindungen beobachtet, bei denen
Rezeptoren mit mehreren Liganden wechselwirken und so hochaffine Bindungen
ermoglichen. Schon kann dies bei der Adhdsion von Viren oder Bakterien an humane
Zellen beobachtet werden (Abbildung 7). Ebenso bilden natiirliche Glycane mit ihren
komplexen multiantennédren Strukturen Cluster-artige Bindung zu ihren Rezeptoren aus.
Durch diese Anordnung wird insbesondere die Affinitdt zu ihrem Rezeptor gesteigert und

die Bindung verstirkt. Man spricht auch von einem Cluster-Effekt®.
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H

Virus-Zell-
Anlagarung

eines fimbriierten E. coli-Bakteriums, das an die Oberfliche
W ciner potentiellen Wirtszelle durch Wechselwirkung seiner
& o fimbrialen Lektine mit den Kohlenhydraten der Glycocalix-
' Schicht der Zelloberfliche adhériert’. Oben: Schematische
W Darstellung der multivalenten Adhdsion eines Virus an die
Wirtszelle™.

Mit Hinblick auf den multiantennéren Charakter natiirlicher Oligosaccharide wurden
multivalente Saccharidstrukturen entwickelt, die moglichst korrekt die natiirlichen,
multiantenndren Glycokonjugate nachahmen, um ebenfalls eine gesteigerte Affinitit zu
den Zielrezeptoren zu erlangen®. Die Vorziige solcher polyvalenten Verbindungen sind
eine erhohte Spezifitit, eine grofere Stabilitdt des Lektin-Saccharid-Komplexes und eine
Abschirmung des aktiven Zentrums, wodurch die Kompetition durch andere Substrate
verschlechtert wird (Abbildung 8)*. Vielfach konnte ein logarithmischer Anstieg der
Bindungsaffinitit an entsprechende Rezeptoren bei linearer VergroBerung der
Zuckerdichte in Glycokonjugaten beobachtet werden®. Obwohl die Inhibitionskonstanten
der einzelnen Liganden des polyvalenten Inhibitors zum Teil schlechter sind als die

monovalenter Inhibitoren, weisen polyvalente Inhibitoren eine deutlich erhohte

2 b
. ﬁ

Abbildung 8: Darstellung der Bindung polyvalenter Inhibitoren an Rezeptoren: Zwei
Liganden binden entweder an benachbarte Rezeptoren (A) oder an zwei verschiedene

Bindungsstellen eines Rezeptors (B) und fiihren durch ihre Struktur zu einer Abschirmung
)

Bindungsstirke auf*.
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Ohne genaue Kenntnis der Rezeptorstrukturen ist es schwierig, die Stereochemie
multivalenter Liganden genau vorherzusagen und die einzelnen Liganden in dem Polymer
strukturell optimal zu organisieren. Verschiedene Formen polyvalenter Inhibitoren wurden
ausgearbeitet, wobei versucht wurde, durch Variationen der Ladngen von Spacern und der
Anzahl Saccharide moglichst potente Verbindungen zu erhalten.

Multivalente Inhibitoren unterschiedlicher Struktur sind ausgearbeitet worden®®*>
(Abbildung 9). Am bekanntesten sind wohl die ball-artig aufgebauten Dendrimere, aber
auch lineare und verzweigte Strukturen konnten zum Teil durch einfache
Polymerisationsreaktionen hergestellt werden. So haben sich z.B. die Saccharid und Biotin
beladenen Polyacrylamidgele53 von Bovin et al. als Referenzsubstanzen fiir ELLA-Tests
(Enzyme Linked Lectin Assay) durchgesetzt. Die biologische Verwendung von

multivalenten Glycokonjugaten belduft sich bislang allerdings nur auf in vitro

. 54
Experimente™".

) )
Linear Comb-Branched Dendrigraft
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. ¢
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Abbildung 9: verschiedene lineare und verzweigte Polymere mit unterschiedlichen Geriist-
strukturen sind entwickelt worden, oftmals werden entsprechende Monomere einfach
polymerisiert. Unter den Polymeren haben sich die Dendrimere besonders hervorgetan, da
sie sich generationsweise hoher verzweigen lassen und die Funktionaitdtenzahl
vergrofern’.

Im Hinblick auf die besondere Bedeutung von Sialinsdure in Erkennungsprozessen und die
erhohte Expression von Sialinsdure auf Tumorzellen, sind Mimetika auf Basis von
Sialinsdure besonders interessant. Sie werden bendtigt um die biologischen
Wechselwirkungen besser verstehen zu konnen und bieten eine Moglichkeit, sie zu
modulieren. Zwei Leitstrukturen haben sich dabei hervorgetan: die Sialinsdure selbst und

das Tetrasaccharid sLewis”.
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1.4.2 Mimetika der Sialinsaure

Zur gezielten Inhibition von Enzymen, wie den Glycosidasen, haben sich Mimetika
einzelner Monosaccharide besonders bewédhrt. Die wirkungsvollsten kompetitiven
Inhibitoren imitieren den Ubergangszustand der katalysierten Reaktion, da die Bindung an
das Enzym in dem Moment am stirksten ist. Prominente Beispiele hierfiir sind
Sialinsauremimetika®®, die z.B. zur Bekdmpfung von Infektionen durch das Influenza

Virus entwickelt wurden.

Abbildung 10: Struktur von Zanamivir, einem bei Influenza eingesetzten Wirkstoff

Das virale Adhésionsprotein Hidmagglutinin und die Sialidase erkennen Sialinsduren der
Wirtszelle und nutzen sie zur Bindung. Sialidaseinhibitoren konnen so durch eine affine
Bindung an die Sialidase, die Bindung des Influenzavirus an die Wirtszelle unterbinden. In
klinischen Tests hat sich Zanamivir’’ (GlaxoSmithCline) als Wirkstoff durchgesetzt und ist
seit 3 Jahren auf dem Markt (Abbildung 10).

1.4.3 Sialyl Lewis x Mimetika

Mimetika von Oligosaccharidstrukturen sollen die Bindung von Lektinen an Glycoproteine
und Glycolipide unterbinden. Da Lektine im Vergleich zu Enzymen keine Reaktionen
katalysieren, sondern lediglich eine Erkennungs- und Bindungsfunktion innehaben, konnen
Mimetika hier keinen Ubergangszustand imitieren. Man versucht, die Struktur der
Oligosaccharide vereinfacht und verbessert darzustellen und so bei der Bindung mit dem

natirlichen Substrat zu konkurrieren.

Aufgrund der groflen Bedeutung des Tetrasaccharides sLewis” bei Infektionskrankheiten

und bei der Metastasierung sind Mimetika dieser Saccharidstruktur als mogliche
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Therapeutika sehr gefragt. Mitte der 80er Jahre wurden die Struktur und die Totalsynthese
von sLewis* erstmals publiziert™.

Durch Cokristallisation von E-Selektin und sLewis® konnten Shaw et al. die Wechsel-
wirkungen auf molekularer Ebene belegen™: sLewis® wird Calcium-abhingig an die
Proteine koordiniert, die restlichen Wechselwirkungen stellen Wasserstoftbriicken und van
der Waals-Wechselwirkungen zwischen dem Saccharid und dem Lektin dar. Die
Hyperflaiche der Wechselwirkungen ist im Vergleich zum gesamten Volumen des

Saccharids gering (Abbildung 11).

"; Asp/Progs

Fuc-GIeNAG

GlcNAc-Gal-NeuNAE

Abbildung 11: Wechselwirkung von E-Selektin an sLewis x”°

Die Hauptwechselwirkung stellt die Calcium-abhédngige Bindung der Hydroxylgruppen an
C3 und C4 der Fucose dar (A), die Hydroxylgruppe an C2 der Fucose bindet an Glutamin,
die Galactose des Tetrasaccharides bindet an Tyrosin und Glutamin, die Carbonsiure der
Sialinsdure bindet schlieBlich an Tyrosin und Arginin (B). Einige dieser Erkenntnisse
waren vorher durch empirische Variation der Saccharidmimetika bekannt. Die
kristallographischen Aufnahmen verdeutlichen aber, warum strukturell vereinfachte
Saccharidmimetika durchaus auch eine gute Inhibition erreichen koénnen. In Abbildung 12
sind die an der Bindung von sLewis® beteiligten funktionellen Gruppen noch mal

dargestellt.

Me o
(OH) NHR
OH
HO HO HO,C fo)
o | (xog A
HOl: o o]
A OH OH

cHN
HO

Abbildung 12: Schematische Darstellung der wechselwirkenden Gruppen von sLewis x
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Verschiedene sLewis*-Mimetika sind synthetisiert worden, die dabei verfolgten Ansétze

sind  vielfaltig®**.

Syntheseoptimierungen werden bis zum heutigen Tage noch
durchgefiihrt®. Ein Durchbruch dahin gehend, daB ein Mimetikum als Wirkstoff auf den
Markt gebracht werden konnte, ist noch nicht erreicht, die Firma Revotar befindet sich

derzeit mit einem Antiasthmatikum auf sLewis* -Basis in der Klinischen Stufe II.

Einige spezielle Mimetika sind als Beispiele in Abbildung 13 dargestellt. An fast allen
funktionellen Gruppen wurden Modifikationen durchgefiihrt, wozu das Weglassen ganzer
Monosaccharide und der Austausch der Hexosen durch andere zyklische oder gar lineare

Systeme gehort.

HO 45 HO oy CO,H OH HO

OH
OH fo) OH OH OH
HO _OH H o 0o
HO,C (0] O (@] N o
\,o&/OJ ) S >
OH _/_/\/ HN .\\\COZH
HO,C HO,C
0.8mMol 10mMol 0.11mMol
C.H. Wong, et al. M.De Vleeschauwer et al. D. Crommie et al.

Abbildung 13: Einige Beispiele fiir sLewis x Mimetika®%

Das zentrale Glucosamin, das Core des Tetrasaccharides, ist nur begrenzt fiir die Struktur
wichtig, da E-Selektin sowohl sLewis® als auch das Diastereomer sLewis® erkennt.
Demgemidl3 wurde dieses Saccharid bei vielen Mimetika durch andere Corestrukturen,
durch billigere und weniger funktionalisierte Gruppen, wie z.B. Bishydroxycyclohexan,
Glycale oder lineare Strukturen, ausgetauscht. Auch die Galactose wurde entweder

gestrichen oder durch Linker ersetzt.

Da sich die Fucose als essentiell fiir die Bindung an die Selektine erwiesen hat, wird sie in
der Regel nicht ersetzt. Die Sialinsdure hingegen ist ein sehr teures Saccharid und wird oft
durch andere, wesentlich giinstigere funktionelle Gruppen ausgewechselt®’, die meist nur

. . C e 68 . . .
die Carbonséure der Sialinséure™ oder sogar nur ihre negative Ladung imitieren.
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1.5 Besonderheiten der Kohlenhydratchemie

Die synthetische Kohlenhydratchemie hat in den letzten 20 Jahren einen exponentiellen
Zuwachs erlebt, um Oligosaccharide fiir bestimmte biologische Fragestellungen
bereitzustellen. Die wesentliche Herausforderung der Kohlenhydratchemie ist die
Ausbildung der glycosidischen Bindung unter hoher Regio- und Stereoselektivitit, um der
natiirlichen Selektivitdt nahe zu kommen. Die chemische Synthese der Oligosaccharide
basiert auf der Glycosilierungsreaktion, bei der zwei verschiedene Bausteine durch eine
Glycosidbindung verkniipft werden. Bei der Glycosilierung reagiert ein aktivierter Donor
am anomeren Zentrum mit einer Hydroxylgruppe eines vollstindig oder teilweise

geschiitzten Akzeptors (Abbildung 14).

Promotor Akzeptor R ©
_ - o)

P N

R

RO 5=

HO
@/o
ROw >

Glycosyl Donor Aktivierter Donor Disaccharid
LG = Leaving Group

Abbildung 14: Die Glycosilierungsreaktion

Erhdlt man ein o/pB-Gemisch, so miissen die Diastereoisomere iiber verschiedene
Aufreinigungsmethoden (wie Chromatographie, Kristallisation...) getrennt werden.
Erfolgreiche Glycosilierungen zeichnen sich allerdings durch eine hohe Stereoselektivitit
aus.

Die ilteste Glycosilierungsmethode wurde von Kénig und Knorr 1901 verdffentlicht® und
wird als Konigs-Knorr-Methode bezeichnet. Sie ist vielfach variiert worden und stellt eine
noch immer gebrduchliche Methode dar. Als Glycosyldonoren werden hier Halogenide der
Kohlenhydrate mit verschiedenen Silbersalzen aktiviert (Abbildung 15). Vornehmlich
werden Chloride und Bromide, neuerdings allerdings auch vermehrt Fluoride als

Glycosyldonoren eingesetzt.

R'OH o

N—0 Rob/ + AgHal +  HX
RO\/ﬂ AgX

Hal OR’

Abbildung 15: Konigs-Knorr-Glycosilierung
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Um eine Stereokontrolle dieser Sy2-Reaktion zu erzielen, wird bei der Konigs-Knorr-
Methode bei tiefen Temperaturen und mit Losungsmitteln mit geringer Nukleophilie
(CH,Cl,, Cyclohexan, Petrolether) glycosiliert. Diese Methode hat in vielen Fillen zu
ausgezeichneten Ergebnissen gefiihrt, so konnten u. a. die Blutgruppendeterminaten A, B,
Le" synthetisiert werden. Der Hauptnachteil dieser Methode besteht allerdings darin, da
mindestens stochiometrische Mengen an Silbersalzen eingesetzt werden miissen und daf3

die Kohlenhydrathalogenide relativ instabil sind.

o e Wb
Rofm RO~ _OR'  HN" el

[¢] NH

CCly

Abbildung 16: Trichlorimidat-Methode

Eine universelle Methode stellt die Schmidt’sche Trichloracetimidat-Methode dar®. Hier
wird ein anomeres Imidat mittels katalytischen Mengen an Lewis-Séuren, wie BF3-Etherat
und TMSOTT, aktiviert (Abbildung 16). Trichloracetimidate werden leicht aus den
anomeren Alkoholen durch Umsetzung mit Trichloracetonitril unter basischen
Bedingungen (wie NaH, DBU oder K,COs3) erhalten. Diese Methode ist wesentlich milder
und selektiver als die Konigs-Knorr-Methode, so daB sie heute oft zur Synthese komplexer

Oligosaccharide eingesetzt wird.

Als weitere aktivierbare Abgangsgruppe werden Thioglycoside®™ eingesetzt (Abbildung
17). Sie konnen relativ einfach aus den peracetylierten Verbindungen hergestellt und
mittels milder thiophiler Reagenzien aktiviert werden. Hierzu zdhlen z.B. DMTST, NIS,
IDCP (Iod dicollidinperchlorat) in Verbindung mit Triflaten.

R'OH

(0] .

OR’

Abbildung 17: Thioglycosid-Methode
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1.5.1 Stereokontrolle der anomeren O-Glycosilierung

Die Stereoselektivitit der Glycosilierung hdngt von verschiedenen Effekten ab, dazu
gehoren rein enthalpische, aber auch Einfliisse des Losungsmittels und der verwendeten
Schutzgruppen.

Anomerer Effekt’: Als anomeren Effekt bezeichnet man den energetischen Unterschied
zwischen a- und B-Glycosid durch die Wechselwirkung der Bindung mit dem Sauerstoff-
orbital. Das a-Glycosid ist das kinetisch kontrollierte und wird bei tieferen Temperaturen
als erstes gebildet, wihrend das B-Derivat das thermodynamisch stabilere Produkt darstellt
und daher bei hoheren Temperaturen nach langerer Reaktionszeit vermehrt erhalten wird.
Nachbargruppen Effekt’’: Werden als Schutzgruppen in 2-Position Acylschutzgruppen
verwendet, so wird eine trans-Glycosilierung in Bezug auf die 2-Position bevorzugt. Der
Acylsauerstoff bildet im Ubergangszustand ein Acyloxoniumion aus, so daB der Angriff
des Alkohols im Sinne einer SN2 -Reaktion von der Gegenseite erfolgt.

Ether und Nitrileffekt”': Die Auswahl des Losungsmittels spielt bei der Stereokontrolle der
Glycosilierung ebenfalls eine wesentliche Rolle. Normalerweise verlauft die
Glycosilierung in unpolaren Losungsmitteln nach Sy2-Bedingungen. Verwendet man
allerdings Diethylether, so verlduft die Reaktion unter Sy1-Bedingungen. Dabei wird
aufgrund eines reversen anomeren Effektes ein dquatoriales Oxoniumion erzeugt, welches
dann die Bildung von a-Glycosiden bevorzugt. Etwas komplizierter, aber auf demselben

Prinzip beruhend wird dieser Effekt auch bei Nitrilen beobachtet.

1.5.2 Besonderheiten der Glycosilierung der Sialinsaure

Zur Synthese von sialinsdurehaltigen Oligosacchariden, wie sLewis® oder verschiedenen
Polysialosiden, sind Glycosilierungsmethoden erforderlich, mit denen sich Neuraminsaure
und ihre Derivate in hoher Regio- und Stereoselektivitit an Saccharide ankniipfen lassen.

Glycoside der Neuraminsdure kdnnen nur bedingt mit denselben Glycosilierungsmethoden
wie Hexosen dargestellt werden, da die Glycosilierung an einem sterisch gehinderten
tertidren Oxocarbeniumion stattfindet und mit der Carboxylgruppe an C1 einer zum Teil

bevorzugten 2,3-Eliminierung zum Glycal gegeniibersteht. Die Stereoselektivitit ist des
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weiteren beeintrachtigt, da aufgrund der Deoxyfunktion an C3 kein Nachbargruppeneffekt
ausgenutzt werden kann.

Die erfolgreichsten Sialinsduredonoren sind daher bei Hexosen eher ungewohnliche
Aktivierungen, wihrend sonst bei Hexosen gut etablierte Glycosilierungsmethoden, wie
die Imidatmethode, bei der Glycosilierung der Sialinsdure keine signifikante Rolle spielen.
Als ,direkte O-Sialylierung® bezeichnet man die Methoden, bei denen in einem
synthetischen Schritt ein Glycosylakzeptor mit einem Sialinsduredonor umgesetzt wird

(Abbildung 18).
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Abbildung 18: direkte Sialinsdureglycosilierung

Die erste erfolgreiche Glycosilierung wurde analog zur Konigs-Knorr-Methode mit der 2-
Chloro-Verbindung der Sialinsdure durchgefiihrt. Sie stellte von 1960 bis 1980 die meist
verwendete Methode dar und wird auch heute noch zur Umsetzung mit einfachen
Alkoholen verwendet. Bromide und Fluoride hingegen liefern nur enttduschende
Ergebnisse.

Die Chloride sind relativ leicht aus der Acetylverbindung durch Umsetzung mit HCI/AcCl,
TiCly oder AcCl/MeOH erhéltlich, allerdings sind sie nur begrenzt stabil. Die Aktivierung
der Chloride erfolgt klassisch nach Konigs-Knorr mit Ag,CO; oder mit Quecksilbersalzen
wie Hg(CN), oder HgBr,, viele andere Aktivatoren vor allem milde Lewis Sduren haben

sich ebenfalls als erfolgreich erwiesen (ZnBr,, SnCl,, Sn(OTf),, Znl,, wa.)’?

Fiir komplexere Glycosilierungen haben sich  2-Thioalkyle”, Xanthogenate’* und

Phosphite” durchgesetzt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Sialinsduredonoren
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Gerade Thioalkyle und Thioaryle sind inzwischen die am meisten eingesetzten Donoren
fiir die Synthese von sialinsdurehaltigen Oligosacchariden. Sie konnen unter milden
Bedingungen durch thiophile Aktivatoren, wie Trifluoromethansulfonsidure (MeOTY),
Dimethyl(methylthio)sulfoniumtrifluoromethansulfonat (DMTST), N-Jodsuccinimid/
Trifluoromethansulfonsiure (NIS/TfOH) aktiviert werden™. Das 2-Thiomethylderivat ist
vor allem aufgrund seiner leichten Zugéinglichkeit, einer guten Stabilitdt und einer breiten
Einsetzbarkeit ein vielfach verwendeter Donor. Es kann aus der 2-O-Acetylverbindungen
mit Methylthiotrimethylsilan (TMSSMe) quantitativ als 1/1 o/f—Mischung erhalten

werden.
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Abbildung 20: Aktivierung von Thiomethyldonoren mit NIS oder DMTST’®

Die beste o-Selektivitidt erhdlt man in diesem Fall bei der Umsetzung einer 2,3,4-
ungeschiitzten Galactose mit DMTST in Acetonitril bei tiefen Temperaturen. Acetonitril

wirkt dann im Sinne eines Nitrileffektes dirigierend (Abbildung 20).

Indirekte Methoden erzielen eine O-Sialylierung iiber mehrere Stufen und beinhalten meist

77,718
3

eine Modifizierung des Sialinsduredonors an C oder der Aminofunktion® der

Sialinsdure, um die Reaktivitit zu erhéhen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Indirekte Sialylierung durch Aktivierung von C3”°
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Die indirekte Glycosilierung liefert je nach System sehr unterschiedliche Ergebnisse, und
die Ausbeuten sind iiber alle Stufen gezéhlt bislang nicht wesentlich besser als bei der

direkten Glycosilierung.

1.5.3 Analytik komplexer Saccharidstrukturen

Zur Analytik komplexer Saccharidstrukturen hat sich vor allem die NMR-Spektroskopie
durchgesetzt, da die Protonen der Kohlenhydrate durch die Verschiebungen, die
Intensititen und die Kopplungskonstanten Aussagen tiber die Struktur liefern. Neben den
eindimensionalen 'H- und "*C-NMR-Spektren wird vermehrt die zweidimensionale
Spektroskopie eingesetzt. Dabei unterscheidet man vor allem zwischen H,H-COSY-, C,H-
COSY - und 'H-NOESY- Spektren.

Bei der H,H-COSY (correlated spectroscopy) -Spektroskopie werden chemischen
Verschiebungen der Protonen in zwei Dimensionen korreliert. So konnen iiberlagerte
Signale besser aufgetrennt und Nachbarschaftsbeziehungen verschiedener Protonen

leichter abgelesen werden.

Bei der C,H-COSY-Spektroskopie werden die Verschiebungen der Protonen mit denen der
Kohlenstoffatome in zwei Dimensionen korreliert, was eine Zuordnung Position der

Protonen erleichtert.

Die 'H-NOESY- Spektroskopie basiert auf dem ,nuclear Overhausen effect. Diese
spektroskopische Methode mifit Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen den im Raum
verteilten Protonen. Wechselwirkungen werden dabei nur gemessen, wenn der Abstand
zwischen zwei Protonen weniger als 3A betriigt. Uber die Intensitit der Wechselwirkung
kann eine Aussage iiber den Abstand zweier Protonen getroffen werden. Diese Methode
wird vor allem zur Analyse der Konfiguration und Konformation der Verbindungen

verwendet.
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2 Aufgabenstellung

Wie eingangs dargelegt, spielen Lektin-Saccharid-Interaktionen eine entscheidende Rolle
bei der Adhidsion von Zellen. Sie liefern einen enormen Pool an fein abgestimmten
Wechselwirkungen und sind deshalb mafBgeblich an regulatorischen Prozessen beteiligt””.
Einige Lektin-Saccharid-Interaktionen sind ausfiihrlich charakterisiert worden, von vielen
endogenen Lektinen kennt man die natiirlichen Bindungspartner jedoch nicht.
Oligosaccharidmimetika als einfache zugingliche synthetische Liganden liefern eine

Moglichkeit, diese Wechselwirkungen zu untersuchen und gegebenenfalls zu inhibieren.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten Glycosidmimetika zur Inhibition von Virus-Zell-
Wechselwirkungen dargestellt werden.

Viren haben im Gegensatz zu humanen Zellen eine sehr definierte Oberfldche und weisen
keine eigene Glycosilierung auf. Sie binden {iber ihre Oberflachenlektine an sialylierte
Glycolipide oder Glycoproteine des Wirts. Damit eignen sie sich besonders gut, um
Lektin-Saccharid-Interaktionen zu analysieren. Am Beispiel des Polyomavirus sollten als
Modellstudie verschiedene Inhibitoren synthetisiert und deren Bindungseigenschaften
getestet werden. Es ist bekannt, da3 multivalente Inhibitoren zu einer Verstirkung der
sonst schwachen Lektin-Saccharid-Interaktion fithren. Allerdings ist oftmals unklar welche
strukturellen Eigenschaften solch ein multivalenter Inhibitor aufweisen muf}, um
tatsichlich zu einer Bindungsverstirkung zu fithren. Unter Beriicksichtigung der
Kristallstruktur des Kapsidproteins pvl sollten daher unter dem Aspekt eines rationalen
Designs ,,optimierte” multivalente Liganden entwickelt werden. Da zwischen einzelnen
viralen Lektindoménen auf dem Kapsid groBBe Abstinde liegen, sollten Saccharidmimetika

mit langkettigen, rigiden Linkern auf Basis von Carotinoiden synthetisiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Glycosidmimetika synthetisiert werden, die die
Untersuchung und die Inhibition der Adhésion von metastasierenden Zellen ermdglichen.
Saccharidmimetika in Form einer Substanzdatenbank gestatten eine systematische
Untersuchung von Lektin-Saccharid-Interaktionen.

Daher sollten Saccharidmimetika aus leicht handhabbaren und gut zugénglichen
Bausteinen synthetisiert werden. Als Geriist der Mimetika sollte Furane dienen. Durch eine

Variation der Substitutionsmuster am Furan-Core und die Verwendung unterschiedlicher
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Saccharide sowie weiterer Modifikationen sollten einfache Saccharidmimetika mit einer
moglichst groBen Diversitdt dargestellt werden. Ein spezieller Schwerpunkt sollte auf
sialinsdurehaltige Glycosidmimetika und von sLewis® abgeleiteten Strukturen gelegt
werden, um tumorassoziierte Saccharidmimetika darzustellen.

Durch Einfilhrung von Biotin oder Fluoreszenzmarkern sollten desweiteren
Saccharidmimetika zur Verfiigung gestellt werden, die eine Visualisierung und

Quantifizierung von Lektin-Saccharid-Wechselwirkungen ermoglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Glycosidmimetika zur Inhibition von Virus-Zell-Wechsel-

wirkungen

Wie einleitend dargestellt, sind polyvalente Glycosidmimetika befdhigt, die relativ
schwachen Wechselwirkungen der Protein-Saccharid-Interaktion zu potenzieren und so zu
hoch affinen Inhibitoren zu werden. Allerdings erreichen multivalente Inhibitoren
ausschlieBlich dann eine hohe Bindungsaffinitit, wenn sie tatsdchlich auch an mehrere
Bindungsstellen des Proteins binden kdnnen. Dendrimere und beladene Polyacrylamidgele
haben sich als multivalente Inhibitoren bewéhrt, da sie eine Vielzahl an Sacchariden mit
einer moglichst groBen konformationellen Freiheit zur Bindung anbieten. Allerdings stellt
diese willkiirliche Bereitstellung von Sacchariden eine , Verschwendung® an
Bindungspartnern dar, zumal meist nur ein Bruchteil der Saccharide an den Bindungen
beteiligt sind und eine Bestimmung der tatsdchlichen bindenden Saccharide nicht
definierbar ist. Zur Synthese effizienter multivalenter Saccharidmimetika bietet sich der
Ansatz des ,rationalen Designs® an, d.h. dal Liganden passend zu den entsprechenden
Rezeptoren konzipiert werden. Dieser Ansatz ist gerade bei Viren besonders
vielversprechend, da Viren weit weniger komplex sind als Bakterien oder gar humane
Zellen. Dies betrifft nicht nur ihre genetische Information und die intrazelluldren
Vorginge, sondern vor allem auch den extrazelluldren Aufbau. Viren bestehen aus einem
definierten Kapsid und enthalten nur wenige definierte Bindungsproteine. Oftmals sind die
Kiristallstrukturen der viralen Kapside aufgeklért, so dal Bindungsstellen fiir Saccharide
genau lokalisiert werden konnen. Dies bietet die Moglichkeit, Inhibitoren so zu
synthetisieren, daf} sie sich genau in die Bindungsstellen einpassen. Anhand des Kapsids
von HPV1 sollte ein Ansatz des rationalen Designs flir neuartige multivalente Saccharide

getestet werden.
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3.1.1 Polyoma - ein Tumorvirus

Polyomaviren sind kleine nicht maligne DNA-Tumorviren, die bei Tieren und Menschen
auftreten. Das Polyomavirus besteht aus 72 identischen
Kapsomeren (VP1-Protein-Pentameren)”, die jeweils finf [ "
Bindungstaschen fiir Sialinsdurereste enthalten und deren
Rontgenstruktur aufgeklért ist (PDB-Code: (PyV) 1VPS,
1VPN). Das Virus enthélt etwa 360 Bindungsstellen fiir
Sialinsdure (Abbildung 23). Da die genauen Abstéinde und

Anordnungen der Sialinsduren durch die
Kristallstruktur  bekannt sind, lassen sich die Abbildung 22: Polyomaviren
Eigenschaften von potenten Inhibitoren anhand von Berechnungen gut vorhersagen.

Desweiteren ist das Kapsid in Milligramm Mengen fiir Bindungstests zugénglich.

Abbildung 23: Kristallstruktur des Polyoma Kapsidproteins PVI1. Griin und rot sind die

Bindungsstellen von Sialinsdure auf einem Protein.
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3.1.2 Multivalente Glycomimetika mit rigiden Linker

Das Kapsidprotein PV1, ein Pentamer, weist fiinf Bindungsstellen fiir Sialinsdure mit einer
Entfernung von 30A zueinander auf. Auf molekularer Ebene betrachtet ist diese Distanz
fiir einen Inhibitor beachtlich. Sollen die Bindungsstellen abgedeckt werden, so muf3
beachtet werden, daB3 sich Linker mit groBer Flexibilitit zusammenkndueln, um den
Zustand der minimalen Enthalpie und groften Entropie einzunehmen. Als Linker miissen
daher entweder wesentlich langere Polymere oder rigide Linker verwendet werden, die
diese Distanz tatsichlich iiberbriicken.

Betrachtet man sich hierzu zunéchst einmal die Strukturen der Naturprodukte, so stellt sich
die Verwendung von Carotinoiden als interessanter Ansatzpunkt zur Synthese von

langkettiger Saccharidmimetika heraus.

Carotinoide sind Naturprodukte, deren Grundgeriist aus acht Isopren-Einheiten besteht™.
Die Farbigkeit der Carotinoide (zumeist gelb, orange oder rot) beruht auf ihrer Polyen-
Struktur mit (meist) 11-12 konjugierten Doppelbindungen. Im pflanzlichen Organismus
dienen Carotinoide als Lichtfilter und sind an der Energielibertragung bei der
Photosynthese beteiligt. In Bliitenbléittern und Friichten haben Carotinoide als Lockfarben
fir Tiere Bedeutung. Wichtig ist ihre Funktion als Provitamine fiir den tierischen
Organismus, so sind Carotinoide Vorstufen des Retinals und damit von Bedeutung fiir den
SehprozeB3. Viele Riechstoffe konnen desweiteren als Abbauprodukte von Carotinoiden
angesehen werden. Wegen ihrer physiologischen Unbedenklichkeit sind zahlreiche
Carotinoide als Nahrungsmittelfarbstoffe®’, in der Kosmetik und als Futtermittelzusatz in
Gebrauch. Die Antioxidans-Wirkung der Carotinoide wird auflerdem fiir Prophylaxe und

Therapie bestimmter Krebserkrankungen genutzt82’83.

Obwohl durchaus auch andere Substanzklassen als rigide Linker denkbar sind, stellen
Carotinoide fiir die Synthese von multivalenten Linkern ideale Ausgangsmaterialien dar.
Sie sind in der Regel nicht zytotoxisch, werden in vielfdltiger Form bereits groftechnisch
synthetisiert, und weisen aufgrund ihres Systems an konjugierten Doppelbindungen eine
grole Rigiditdt auf. Chemisch gesehen bietet gerade das konjugierte System die

Mbglichkeit, die Carotinoide via Wittig-Reaktion®* vielfiltig zu derivatisieren.
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Angepalite multivalente Inhibitoren fiir Polyomaviren auf Basis von Carotinoiden sollten
eine Linge von etwa 30A einnehmen und an beiden Enden Sialinsiuren tragen. Dies
entspricht einer Carotinoidkette von etwa 15 konjugierten Doppelbindungen (d.h. aus etwa
40 Kohlenstoffatomen). Strukturen analog zu den Verbindungen A oder B sind denkbar
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Mogliche Zielstrukturen fiir rigide multivalente Saccharidmimetika

Unterschiedliche Anbindungen fiir Sialinsdure, wie die direkte Glycosilierung oder die
Bildung von Amidbindungen, sind mdgliche Ansatzpunkte fiir die Synthese. Die
Verkniipfung von Sialinsdure iiber die freie Séure eines Carotinoids liefert die Moglichkeit,
bewegliche Linker unterschiedlicher Lingen einzufiigen, die den Inhibitoren (Molekiil B

entsprechend) eine geringfiigige Flexibilitit gewdhren.

3.1.3 Syntheseansatze

Im Vordergrund fiir den Aufbau langkettiger Saccharidmimetika stand zundchst die
Synthese entsprechend langer Carotinoide. Hierzu wurden vier Chemikalien von der Firma
BASF zur Verfiigung gestellt: Crocindial 1 und Crocetindial 2, sowie das Wittig-Reagenz
3 und das Wittig-Horner-Reagenz 4 (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Ausgangsmaterialien fiir die Linkersynthese
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Die Umsetzung von Crocetindial 2 mit Phosphonat 3 im Sinne einer Wittig-Reaktion
lieferte 86% C30-Dialdehyd 5. Die weitere Reaktion lieferte C40-Dialdehyd 9 zu 76%
(Abbildung 26). Neben den all-trans Verbindungen entstehen die beiden cis-trans Isomere
als Nebenprodukte, die jedoch chromatographisch abgetrennt werden konnen. Die
Chromatographien verlaufen am Besten mit reinem Chloroform, da die Produkte in

anderen Losungsmitteln auskristallisieren.
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Abbildung 26: Aufbau der Carotinoidketten per Wittig-Reaktion

Mit zunehmender Kettenldnge wurde die Aufreinigung schwieriger, da die Dialdehyde ein
dhnliches Chromatographieverhalten aufweisen. Die Farbverschiebung wird mit
zunehmender Kettenlédnge geringer, so daf3 eine visuelle Unterscheidung der ldngeren
Ketten nicht mehr moglich ist. Crocindial 1 ist in Chloroform hell gelb, Crocetindial 2 rot,

Apo-4,4 carotindial 5 ist violett und 3,3",4,4"-Tetradehydro-16,16"-lycopindial 6 lila.
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Abbildung 27: Synthese der Diester 7, 8 und 9 per Wittig-Horner-Reaktion
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Setzt man Crocindial 1, Crocetindial 2 und Apo-4,4carotindial 5 im Sinne einer Wittig-
Horner-Reaktion mit dem Phosphonat 4 in DMF bei 0°C mit NaOMe um®’, so erhilt man
die Verbindungen 7, 8 und 9 mit 64%, 62% und 58% Ausbeute (Abbildung 27).

Nach vollstindiger Reaktion (24h bei RT) wird die DMF-haltige Reaktionslésung mit
Methanol versetzt und angeséduert, wobei das Produkt auskristallisiert. Aufgrund des
Natriummethanolates kann es als Nebenreaktion zu einer Umesterung zum Dimethylester
kommen. Allgemein verlaufen die Reaktionen wie in der Literatur®® beschrieben gut, mit

zunehmender Kettenldnge wird die Abtrennung das Phosphinoxides schwieriger.

Damit konnten in einem ersten Schritt Carotinoide unterschiedlicher Lénge und
Funktionalitit aufgebaut werden. Um die erhaltenen Carotinoide im néchsten Schritt mit
Sacchariden konjugieren zu konnen, wurden sie umfunktionalisiert. Die Dialdehyde
wurden hierfiir zunidchst zu Dialkoholen reduziert, um sie als Akzeptoren in einer

Glycosilierung zu verwenden.
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Abbildung 28: Reduktion der Aldehyde zu Diolen

Setzt man Crocindial 1 mit NaBH4 in MeOH und CH,Cl, bei 0°C um, so erhilt man das
gewiinschte Diol 10 mit 80% Ausbeute. Analog erhdlt man durch Reduktion von
Crocetindial 2 mit NaBH, das Diol 11 mit 69% Ausbeute (Abbildung 28). Diese Ausbeute
konnte durch Reduktion mit DiBAIH in THF bei -78°C auf 97% Ausbeute verbessert
werden.

Die Reduktion der C30- und C40- Dialdehyde 5 und 6 erwies sich sowohl mit NaBHj, als
auch mit DiBAIH als schwierig. Vermutlich wirkten sich Reste an Triphenylphosphinoxid,

die sich schlecht vollstindig Abtrennen lieBen, als storend aus.
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Da die Glycosilierung der Sialinsdure kompliziert ist, wurde Crocetindiol 11 zunéchst einer
Glycosilierung mit Glucose unterworfen. Die Umsetzung von Diol 11 mit Pentaacetyl-
glucoseimidat in CH,Cl, bei 0°C fiihrte nach Zugabe an TMSOT{ sofort zu einem
Farbumschlag von rot nach tief blau. Eine Glycosilierung der Hydroxylgruppen wurde
nicht erhalten, statt dessen wurden Diglucoside und Hydrolyseprodukte des
Glucoseimidates isoliert (Abbildung 29). Die vinylischen Hydroxylgruppen waren
entweder nicht reaktiv genug, oder es hat durch die zugegebene Sdure eine Umlagerung
stattgefunden. Nach der Reaktion konnten weder das Diol noch Umlagerungs- oder

Zerfallsprodukte identifiziert werden.
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Abbildung 29: Glycosilierung an Crocetindiol

Da sich die direkte Glycosilierung zur Anbindung von Sacchariden an Carotinoide nicht
als brauchbare Methode herausgestellt hat, wurde versucht, Saccharide iiber Linker zu
verkniipfen. Nach einer Verseifung der Diester sollte es z.B. moglich sein, die

entsprechenden Sduren einer Amidbildung zu unterziehen.

Etozcwwcoza 7

2. NaOH/ THF/ H,0/ 40°C  30%
3. KOtBu/ THF/ H,O/ 50°C  87%

CO,H
HOchW\NﬁNﬁ/ 2 15

Abbildung 30: Verseifung von Diester 7

1. DMF, NaOH

Crocetindiethylester 7 wurde in DMF gelost und mit 10%iger-NaOH Losung versetzt.
Dabei bildete sich eine zweite Phase, so dafl der Diethylester nicht abreagierte. In einem

Wasser/THF-Gemisch (1:4) konnte dies umgangen werden, man erhielt die entsprechende
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Sdure mit 30% Ausbeute. Durch Umsetzung des Diesters 7 mit KOsBu in THF/H,O (1:1)
bei 50°C konnte die Disdure 15 nach 24h mit 87% Ausbeute erhalten werden. Das Produkt
kristallisierte nach Extraktion mit CHCl; aus der angesduerten wélrigen Phase (pH 4) mit
hoher Reinheit aus (Abbildung 30). Die Disdure 15 loste sich nur in wenigen
Losungsmitteln, wie THF und DMSO, jedoch nicht in Wasser, Methanol oder

Dichlormethan.

Die Verseifung der langeren Diester war problematisch, da deren Ldslichkeit in polaren
Losungsmitteln drastisch reduziert ist. Der Diester 7 wurde in THF/Wasser suspendiert und
l16ste sich im Laufe der Reaktion. Die Diester 8 und 9 reagierten weder in DMF noch in
THF/Wasser-Gemischen mit NaOH oder LiOH. Auch mit KO7Bu in THF/Wasser bei 80°C
wurde iiber 48h kein Umsatz zu den Disduren 16 und 17 erhalten (Abbildung 31).

Abbildung 31: Darstellung der C30- und C40-Disduren 16 und 17

Um eine Peptidkopplung mit den Carotinoiden durchzufiihren, wurde weiterhin ein
Glucosederivat mit einem Aminolinker synthetisiert. Ungeschiitzte primdre Amine lassen
sich schlecht glycosilieren, da sie die zur Reaktion notige Lewis-Sdure abfangen. Daher
wurde ein Azidolinker synthetisiert, der sich einfach durch Hydrierung in ein primires
Amin umwandeln 146t.

3-Brompropanol wurde mit Natriumazid in DMF bei 80°C nahezu quantitativ zu 3-
Azidopropanol 18 umgesetzt. Die weitere Glycosilierung mit Imidat 13 lieferte zu
Azidopropylglycosid 19 mit 65% Ausbeute (Abbildung 32). Da Acetylgruppen eine hohe
Affinitdt zu Aminen haben, wurden diese zundchst quantitativ mit NaOMe in Methanol
entfernt, um eine Acetylgruppenwanderung wéhrend der Hydrierung zu verhindern. Die
Hydrierung des Azides mit Wasserstoff und Pd/C in Methanol lieferte quantitativ
Verbindung 20.
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Abbildung 32: Synthese von Glucosederivat 22 und Kopplungsversuch Nr.1

Im folgenden Schritt konnte das Derivat 20 mit der C20-Disdure 15 in THF/H,O mit EDC
und DMAP umgesetzt werden. Nach 24h bei RT konnte kein Edukt mehr detektiert
werden, allerdings wurde nicht das gewlinschte Amid isoliert, sondern das EDC-
Intermediat, das bei der Aktivierung der Séure entsteht (Abbildung 32).

Die Kopplung von Aminen und Séuren mit EDC und DMAP ist eine in der Peptidchemie
gingige Methode, allerdings gibt es vielfdltige andere Kopplungsreagenzien, um wenig
reaktive Sduren besser zu aktivieren. Daher wurde eine weitere Kopplung mit HOBT als

Aktivierung durchgefiihrt.
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_
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Abbildung 33: Synthese von Aminoethyltetrabenzoylgalactosid 25

Um in reinen organischen Losungsmitteln arbeiten zu konnen und Schwierigkeiten bei der
Loslichkeit der Komponenten zu verhindern, wurde ein anderes, geschiitztes
Aminoglycosid eingesetzt. Die Verwendung von Benzoylgruppen anstelle von
Acetylschutzgruppen ermdglicht es, eine Acetylgruppenwanderung zu verhindern. 2-
Azidoethanol 23 wurde daher mit dem im Arbeitskreis vorhandenen Galactoseimidat 22
umgesetzt und das Azid 24 erhalten. Nach Hydrierung mit Pd/C in Methanol wurde das
Amin 25 quantitativ erhalten (Abbildung 33).
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Die Umsetzung von Derivat 25 und Crocetin 15 in THF mit HOBT, DIC und DIEA bei RT
lieferte keine Peptidkopplung zum gewiinschten Produkt 26. Es wurde ebenfalls lediglich

das Diisopropylcarbodiimid-Intermediat erhalten.
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Abbildung 34: Peptidkopplung Variante Nr.2

Im folgenden wurde versucht, Saccharide im Sinne einer Wittig-Horner-Reaktion mit
Aldehyden umzusetzen. Dazu wurde =zundchst ein saccharidhaltiges Phosphonat
synthetisiert. Bromethanol-galactosid 27 reagierte in reinem P(OEt); nach 5h in der
Siedehitze mit 83% Ausbeute zu dem Phosphonat 28 (Abbildung 35). Durch
Vakuumdestillation wurde zunéchst restliches P(OEt); abdestilliert und der Riickstand per
Flashchromatographie (CHCIl; auf Kieselgel) aufgereinigt, so daB3 Verbindung 28 sauber

erhalten wurde.
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Abbildung 35: Kopplung von Sacchariden iiber Wittig-Horner-Reaktionen

Phosphonat 28 wurde mit Dialdehyd 1 mit NaOMe in DMF bei RT umgesetzt. Das
Rohprodukt wurde aufgrund partieller Entschiitzung des Glycosides in Ac,O/Pyridin
aufgenommen, allerdings fiihrte dies nicht zu dem gewiinschten Produkt 29. Es wurden

ausschlieBlich die Edukte zuriickgewonnen (Abbildung 35).

O

OBz
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An diesem Punkt stellt sich die Frage, warum die Wittig-Horner-Reaktion in diesem Fall
nicht erfolgreich war, wenn sie zum Aufbau der Carotinoidketten so oft eingesetzt wird.
Der wesentliche Unterschied zwischen den Phosphonaten der Wittig-Horner-Reaktionen
und den Phosphiniumbromidsalzen der Wittig-Reaktionen besteht in der Elektronendichte
beider Komponenten. Wittig-Horner-Reaktionen verlaufen mit elektronenreichen
Substituenten wie dem Ester 4 besonders gut, desweiteren wird bei den beschriebenen
Reaktionen zu Anfang des Kapitels das konjugierte System verldngert, wodurch eine
Stabilisierung der entstehenden Produkte eintritt.

Im Falle der Wittig-Horner-Reaktion mit Glycosid 28 scheint das Phosphonat nicht reaktiv
genug zu sein, um eine Reaktion einzugehen. Ich habe daher ebenfalls versucht Bromid 27
mit PPhs zu einem Phosphoniumbromid umzusetzen, allerdings konnte selbst bei 100°C in

reinem PPh; das gewiinschte Produkt nicht erhalten werden.

Mit diesen Ansédtzen wurde die Arbeit an Carotinoid-Saccharid-Konjugaten beendet.

Zu ihrer Darstellung wurden drei ginzlich verschiedene Ansétze gewihlt, um Saccharide
mit Carotinoiden zu verbinden: die Glycosilierung von Hydroxylgruppen, die
Amidbindung mit Sduren und die Wittig-Reaktion mit Aldehyden. Keiner der Ansitze
lieferte Saccharidkonjugate. Andere Varianten sind denkbar, allerdings ist zu beachten, dal3
die Reaktionsfdhigkeit der Carotinoide mit zunehmender Kettenldnge abnimmt. Um
Carotinoide einer Linge von 30A umzusetzen, sollte eine sehr wirksame Methode
vorliegen. Die deutlich schlechtere Loslichkeit der 1dngeren Carotinoide erschwert jedoch
die chemische Umsetzung in polaren Losungsmitteln drastisch und schrinkt damit die

Synthesemdglichkeiten stark ein.
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3.2 Glycosidmimetika zur Inhibition der Zell-Zell- bzw. Zell-

ECM-Wechselwirkungen von metastasierenden Zellen

Wie einleitend dargestellt werden konnte, spielen Saccharid-Interaktionen neben den
Wechselwirkungen anderer Zelladhédsions-Molekiilen bei der Metastasierung eine grof3e
Rolle. Bei der Metastasierung sind sie maBgeblich bei der Adhédsion metastasierender
Zellen an neues Epithel beteiligt. Die zum Teil stark verdnderte Glycosilierung von
Tumorzellen 146t aber darauf schlieffen, da3 Sacchariden auch in anderen Prozessen eine
wichtige Bedeutung zukommt. In Zusammenhang mit Integrinen haben sie einen Einflul3
auf die Signaltransduktion und damit auf die Regulation der Zellen. Saccharide sind
ebenfalls in Prozesse der Apoptose und der Angiogenese involviert.

Die Veranderungen der Oberflichenglycosilierung von Tumorzellen werden derzeit aktiv
erforscht, neue tumorassoziierte Epitope werden dabei entdeckt. Aber auch auf der Seite
der Rezeptoren, der Lektine, besteht noch reichlich Aufkldrungsbedarf. Von vielen
endogenen Lektinen kennt man die Bindungspartner noch nicht. Weiterhin werden immer
mehr Lektinbindungsstellen an Proteinen entdeckt, die eigentlich nicht mit Sacchariden in
Verbindung gebracht wurden. Die allosterische Wirkung von Sacchariden auf Proteine ist

ebenfalls noch nicht hinreichend bekannt.

Zur Analyse dieser Prozesse sind vielfdltige Saccharidmimetika ndtig. Eine hohe Diversitit
ermdglicht es, die Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu untersuchen. Um moglichst einfach
Mimetika mit einer groBen Diversitit zu erhalten, wurden die Mimetika aus

Kombinationen unterschiedlicher Bausteine dargestellt.

Als Grundgeriist, sozusagen als Core des Mimetikums sollten unterschiedlich derivatisierte
Furane dienen, die mit Sacchariden und weiteren Modifikationen kombiniert werden. Ein
Geriist aus Furanen erweist sich von besonderem Vorteil, da Furane in vielfiltigsten
Substitutionen leicht und giinstig zuginglich sind. Desweiteren entsprechen Furane von
threr Struktur derjenigen eines Monosaccharids. Furane sind jedoch im Vergleich zu
Sacchariden wenig funktionalisiert und konnen Glycosilierungen ohne aufwendige
Schutzgruppenstrategien eingehen. Ferner lassen sich Furane nach vollstindiger

Entschiitzung der Saccharide via Diels-Alder-Reaktion®* vielfiltig funktionalisieren. Dies
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hat sich besonders zur Einfithrung von Biotin oder Fluoreszenzmarkern zur Untersuchung

von Lektin-Saccharid-Wechselwirkungen bewihrt (Abbildung 36)".
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Abbildung 36: Funktionalisierung der Furanglycoside via Diels-Alder-Reaktion

Zur Glycosilierung sind insbesondere Alkohole der Furane von Interesse. Ein- bis vierfach
substituierte Hydroxymethylfurane lassen sich leicht durch Reduktion entsprechender

Carbonsdureester darstellen (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Hydroxymethylderivate des Furans

Insbesondere die symmetrischen Bishydroxymethylfurane (A und B) eignen sich als
Ausgangsmaterialien zum Aufbau von Oligosaccharidmimetika. Sie kdnnen mit zwei
verschiedenen Sacchariden substituiert werden und so die verzweigte Struktur vieler
Oligosaccharide nachahmen. Die Symmetrie vereinfacht ferner die Synthese und die

Analytik der erhaltenen Strukturen.
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Abbildung 38: Synthese der symmetrischen Bishydroxymethylfurane

Durch Reduktion des Diethylesters 30 mit LiAlH4 in THF bei 0°C erhdlt man 2,5-
Bishydroxymethylfuran 31 mit 97% Ausbeute (Abbildung 38). Die analoge Umsetzung
des Diethylesters 32 mit LiAIH4 in THF bei 0°C liefert 3,4-Bishydroxymethylfuran 33 mit
98% Ausbeute.

3.2.1 Glycoside des 3,4-Bishydroxymethylfurans

Erste Glycosilierungen von Bishydroxymethylfuranen sind von Kim®' bereits bekannt.
Besonders interessant ist die Synthese von Monosacchariden auf Basis von Bishydroxy-
methylfuranen, da sie einfache Ausgangsverbindungen fiir weitere Funktionalisierungen
darstellen.

Die Umsetzung des Fucoseimidates 34 mit Bishydroxymethylfuran 33 und TMSOTT bei
0°C in CHCl; lieferte zu 74% Monofucosid 35 und zu 6% Disaccharid 36 als feine
Nadeln. Die erhaltenen Fucoside 35 und 36 konnten durch Umsetzung mit
Natriummethanolat in Methanol bei RT in nahezu quantitativen Ausbeuten zum

Monofucosid 37 und zum Difucosid 38 entschiitzt werden (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Synthese der Fucoside von Furan 33

Analog wurde Furan 33 mit Galactoseimidat und Lactoseimidat umgesetzt. Die Umsetzung
von 1.0 eq. Galactoseimidat 39 mit 1.0 eq. Furan 2 lieferte 54% Monogalactosid 40 und
7% Digalactosid 41 (Abbildung 40). Durch Entschiitzung mit Natriummethanolat in
Methanol wurden Monogalactosid 42 und Digalactosid 43 in nahezu quantitativen

Ausbeuten erhalten.
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Abbildung 40: Synthese der Galactoside des 3,4-Furans
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Die Umsetzung von 1.0 eq. Lactoseimidat 44 mit 1.0 eq. Furan 33 in CH,ClI, bei 0°C
lieferte Monolactosid 45 mit 52% Ausbeute. Als Nebenprodukt wurde die Hydrolyse des
Imidates beobachtet, es entstand jedoch kein Dilactosid. Das Monolactosid 45 lief3 sich
durch Umsetzung mit Natriummethanolat in Methanol bei RT quantitativ zu Verbindung

46 entschiitzen.
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Abbildung 41: Umsetzung des Furans 33 mit Lactoseimidat 44

Die Umsetzung des Furans 33 mit 2.5 eq. Imidat 44 lieferte 34% Dilactosid 47 neben 42%
Monolactosid 45. Die Umsetzungen des Furans 33 mit 2-3 eq. Galactose- und

Fucoseimidat lieferten die jeweiligen Disaccharide mit 60-70% Ausbeute.

3.2.2 Gemischte Glycoside des 3,4-Bishydroxymethylfurans

Ausgehend von den erhaltenen Monosacchariden konnen durch weitere Glycosilierung
gemischte Saccharide synthetisiert werden. Die Umsetzung des Furans 35 mit
Galactoseimidat 39 in Dichlormethan bei 0°C und TMSOTT liefert Verbindung 49 mit
54% Ausbeute. Nach weiterer Umsetzung mit Natriummethanolat in Methanol bei RT tiber
6h wird das Saccharid 50 mit 98% Ausbeute erhalten (Abbildung 42). Dieses Saccharid

kann als Mimetikum eines Tetrasaccharides betrachtet werden.



45 Ergebnisse

BzO OBz BzO
= foNle
BzO le)
BzO o | Y/
O._NH
Y TMSOTf / CH,Cl,
39 CCl3 35 HO 0°C/2h

HO _OH NaOMe / MeOH

% RT/10n  BzO OBz
HO o) (6]
o OH /N BzO OBz
50 49 o

Abbildung 42: Synthese des 3,4-Trisaccharidmimetikums 50

Durch Glycosilierung des Fucosides 35 mit 1.5 eq. Acetyllactoseimidat 51 und 0.1 eq.
TMSOTT in Dichlormethan bei 0°C wurde Verbindung 52 mit 20% Ausbeute erhalten. Die
Entschiitzung mit Natriummetholat in Methanol bei RT lieferte zu 86% Verbindung 53
(Abbildung 43). Vergleicht man auch hier das Furan mit einem Saccharid, so kann diese

Verbindung als Tetrasaccharidmimetikum angesehen werden.
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Abbildung 43: Synthese des Tetrasaccharidmimetikums 53
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3.2.3 Glycoside des 2,5-Bishydroxymethylfurans

Um eine strukturelle Diversitdt der dargestellten Saccharidmimetika zu erhalten, wurden
Saccharidmimetika auf Basis des 2,5-Bishydroxymethylfurans synthetisiert. Saccharide
dieses Furans sollten eine andere Raumausfiillung und damit ein vollig anderes Verhalten
gegeniiber Lektinen aufweisen als die Saccharide der 3,4-Bishydroxymethylfurane, die in

den vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurden.

Erstaunlicher Weise verliefen die Glycosilierung des 2,5-Bishydroxymethylfurans 31
deutlich schlechter als die des 3,4-Derivates 33. Die Ausbeuten bei der Glycosilierung des
2,5-Furans waren gering und die Reaktionslosung wurde schwarz. Dieses ungleichmiBige
Verhalten bei der Glycosilierung ist durch ein unterschiedliches Loslichkeitsverhalten
beider Furanderivate bedingt. Das 2,5-Isomer 31 liegt bei Raumtemperatur als Feststoff
vor und ist in allen zur Glycosilierung geeigneten Losungsmitteln (CH,Cl,, AcCN, THF
und Et,0) schlecht 16slich. Das 3,4-Bishydroxymethylfuran 33 liegt als Fliissigkeit vor, so

daf} es zur Reaktion mit Losungsmitteln gut gemischt werden kann.

Um Saccharidmimetika auf Basis der 2,5-substituierten Furane darstellen zu kénnen und
diese Ldoslichkeitsprobleme zu umgehen, wurden andere Furanderivate mit einer 2,5-
Substitution herangezogen. Dabei eigneten sich alle Monoalkohole, die in 5-Position eine
funktionelle Gruppe besitzen, die leicht zu einer weiteren Hydroxylgruppe transformiert
werden kann. Ein solches Furanderivat stellt 5-Hydroxymethylfurfural 54 (HMF) dar. Das
Furfural kann nach Umsetzung des mit entsprechenden Imidaten in einem weiteren Schritt
selektiv zum Alkohol reduziert werden (Abbildung 44).

Die Umsetzung von HMF 54 mit den Imidaten 34, 39 und 44 mit TMSOTf in
Dichlormethan bei 0°C lieferte die Verbindungen 55, 57 und 59 mit 27%, 5% und 3%
Ausbeute. Die geringen Ausbeuten sind auf die Labilitidt des Aldehyds unter den sauren
Bedingungen der Glycosilierung sowie der Chromatographie auf Kieselgel
zuriickzufiihren. Die Reduktion der Aldehyde 55 und 57 mit NaBH4 in THF bei 0°C
lieferte die Verbindungen 56 und 58 mit jeweils 90% Ausbeute. In zwei Schritten konnte
ein Monosaccharid auf Basis eines 2,5-substituierten Furans generiert werden, das neben
einem Saccharid noch eine Hydroxylgruppe triagt. Die Ausbeuten waren jedoch gering, so

daB die Synthesebedingungen einer Optimierung bedurften.
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Abbildung 44: Glycosilierung von HMF 54

Der Umweg iiber die Einfiihrung einer lipophilen temporidren Schutzgruppe an HMF
lieferte bessere Bedingungen (Abbildung 45). HMF konnte mit TBDPSCI (einer relativ
sdurestabilen und sehr unpolaren Schutzgruppe) und Imidazol in DMF umgesetzt. Dabei
konnte Furan 60 zu 91% erhalten und anschlieBend mit NaBH4 in THF bei 0°C in das
Hydroxyd 61 {iberfiihrt werden.
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Abbildung 45: Synthese der 2,5-Glycoside iiber Verbindung 61

Die Glycosilierung von 61 mit Imidat 34 in Dichlormethan bei 0°C lieferte zu 74%
Verbindung 62. Die darauf folgende Abspaltung der Silylschutzgruppe mit TBAF in THF

bei 0°C ergab nach 30min das Monofucosid 63 mit einer Ausbeute von 77%. In vier
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Stufen konnte so das 2,5-Monofucosid 63 mit einer Gesamtausbeute von 50% erhalten
werden. In Analogie zu den erhaltenen Strukturen der 3,4-Furansaccharidmimetika stellt
dieses Monofucosid 63 eine Ausgangsverbindung fiir eine Vielzahl weiterer Saccharid-

minetika dar.
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Abbildung 46: Umsetzung von 63 zu entschiitzten Saccharidmimetika

Durch Umsetzung des Monofucosids 63 mit NaOMe in Methanol bei RT wurde das
entschiitzte Monosaccharid 64 mit 97% Ausbeute erhalten. Ferner wurde das Monofucosid
63 mit weiteren Imidaten umgesetzt und gemischte Saccharidmimetika auf Basis von 2,5-
substituierten Furanen erhalten. Die Umsetzung des Fucosides 63 mit Galactoseimidat 39
in Dichlormethan mit TMSOTT bei 0°C lieferte Verbindung 65 in 20% Ausbeute, nach
Entschiitzung mit NaOMe in Methanol wurde das Disaccharid 66 mit 86% Ausbeute
erhalten.

Die Umsetzung des Fucosids 63 mit Lactoseimidat 44 in Dichlormethan mit TMSOTTf bei
0°C lieferte das Trisaccharid 67 mit 35% Ausbeute. Durch weitere Entschiitzung mit
NaOMe in Methanol konnte das Saccharid 68 mit 68% Ausbeute erhalten werden.

Durch die Einfithrung einer temporiren Schutzgruppe an HMF gelang es so, analog zu den
Tri- und Tetrasaccharidmimetika auf der Basis von 3.,4-substituierten Furanen
verschiedene Saccharidmimetika auf der Basis von 2,5-substituierten Hydroxymethyl-

furanen zugéinglich zu machen.
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3.2.4 Synthese von Furansialosiden

Bislang wurden verschiedene Saccharidmimetika géingiger Saccharide dargestellt. Um eine
besondere Spezifitit gegeniiber Tumorzellen zu erhalten, ist es sinnvoll, die Struktur
tumorassoziierter Antigene zu imitieren, um so eventuell ,tumorassoziierte Mimetika
darzustellen. Da insbesondere die Sialylierung von Tumorzellen bei der Metastasierung
eine wesentliche Rolle spielt, wurden verschiedene Sialoside der Furane dargestellt.

Zur Glycosilierung der Sialinsdure hat sich bislang keine universelle Methode
durchgesetzt, und die Ausbeuten und Stereoselektivititen sind sehr vom jeweiligen Donor-

und Akzeptor- System abhéngig (siche Kapitel 1.5.2).

Daher wurden zunichst verschiedene Glycosilierungen untersucht. Es wurden zwei
verschiedene Sialinsduredonoren dargestellt. Das Sialinsdurechlorid 71 ist in zwei Stufen
durch Veresterung der Carbonsdure und anschliefende Acetylierung mit Acetylchlorid aus

Neuraminsdure 69 erhéltlich (Abbildung 47y,
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Abbildung 47: Synthese der Sialinsduredonoren

Das Thiomethylglycosid 73 (SMeSA) ist in drei Stufen aus Neuraminsiure 69 zugénglich.
SMeSA 73 wird nach Veresterung der Carbonsdure mit Pyridin/Acetanhydrid nach
Zemplén peracetyliert. Durch die Umsetzung mit Trimethylsilylmethylthian wird SMeSa
73 mit 98% Ausbeute als 1:1 o/B-Gemisch aus der hexaacetylierten Verbindung 72
erhalten®. Dieses a/Bp-Gemisch ist per Flashchromatographie nicht trennbar, so daB

Glycosilierungen mit dem o/B-Gemisch durchgefiihrt werden.
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Die verfiigbaren NMR-Daten verschiedener Sialinsdurederivate sind sehr spérlich, ferner
werden die NMR-Spektren der Sialoside meist in Form charakteristischer Merkmale
dargestellt. Daher wurden die a/B-Isomere von SMeSA per HPLC (Si80-Séule, Tol/Ac=
75/25 isokratisch) getrennt und NMR-Spektren beider Verbindungen aufgenommen. Die
Verschiebungen der Protonen an C-3, -4, -8 und -9, sowie die Kopplungen der beiden

Protonen an C9 variieren in der a- oder B-Form stark (Abbildung 48).

H 25501: ME{STER C0300; SMESA 1IN CDCL3

-
= |-
:':_'—Ilq
R
T

< i il AcO OACO aAc | $O2Me
\ - K W \Wsm
\Hw “‘ﬁ %

|
LT — JJU i

L
g)
—
P

! JJ

‘ i
[ L

Jrm——

42 4.0

Abbildung 48:Vergleich der NMR-Spektren der o/-Form von SMeSA

Die Glycosilierung der Sialinsdure an Hydroxymethylfurane wurde an Akzeptor 35
getestet, da das Monofucosid nur einfach glycosiliert werden kann und mit den

Benzoylgruppen der Fucose gut detektierbar ist.

Es wurden vier gingige Glycosilierungsmethoden untersucht: die Glycosilierung mit
Sialinsduredonor 73 unter Aktivierungen mit DMTST (Abbildung 49) oder mit NIS, sowie
die Glycosilierung des Sialinsdurechlorids 71 mit den Promotoren Hg(CN),/HgBr und
AgO; (Abbildung 50). DMTST 74, ein thiophiles Agens, wird durch Umsetzung von
Dimethyldisulfid mit MeSTf in Dichlormethan bei RT und Kristallisation aus Diethylether

erhalten.
\ H3C503CF3/ CH2C|2 \ . F3CSO3_
s—s /5 *5\
A 74
DMTST

Abbildung 49: Synthese von DMTST
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Die Glycosilierungen wurden bei —40°C in 20M-Ldsungen Propionitril mit gepulvertem
Molsieb 3A durchgefiihrt, um die Eliminierung des Donors zur Deoxyverbindung 79
moglichst gering zu halten. Die Glycosilierungen des Chlorides 71 mit Silberoxid sowie
die Glycosilierung mit Hg(CN), und HgBr lieferten keinen Umsatz zu Produkt 75, nach
Zusatz von Methanol entstand die Verbindung 76 sowie das Methylglycosid 77
(Abbildung 51). Dies zeigt, daB das Sialinsdurechlorid mit zugegebenem Methanol
abreagiert, das labile Sialinsdurechlorid also aktiv war, allerdings fiir die Glycosilierung

der Furane keine geeignete Methode darstellt.
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& C
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71 4 AgO,

Abbildung 50: Sialylierungen an Furan 35

Bei der mit NIS katalysierten Reaktion 2 wurde zwar eine deutliche Abnahme des
Fucosids beobachtet, massenspektrometrisch konnte jedoch kein Produkt nachgewiesen
werden. Hauptbestandteile des Reaktionsgemisches stellten die eliminierten Fragmente 78

und 79 der Sialinsdure dar (Abbildung 51).
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AcO AcO AcHN—<___/ : AcHN /
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Abbildung 51: Fragmente der Sialylierungen

Von diesen vier Sialylierungen wurde lediglich in der mit DMTST katalysierten Reaktion
1 ein Umsatz zu Produkt 75 erhalten, welches mittels préiparativer HPLC (auf einer Si80-

Saule mit Tol/Ac) isoliert werden konnte.
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Die Glycosilierungen von SMeSA 73 an Fucosid 35 wurden sowohl mit DMTST als auch
mit NIS mehrfach wiederholt. Das Sialosid 75 konnte mit beiden Aktivierungen erhalten

werden, allerdings mit geringer Reproduzierbarkeit und maximalen Ausbeuten von etwa

20%.
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Abbildung 52: Sialylierung von 2,5-Dihydroxmethylfuran

Die Bishydroxymethylfurane 31 und 33 wurden ebenfalls mit Sialinsdure umgesetzt. Bei
der Glycosilierung mit NIS in Propionitril bei -40°C konnte 2,5-Bishydroxymethylfuran 31
mit dem Donor 73 umgesetzt werden, wobei per Sdulenchromatographie
(Tol/Ac=3:1—2:1) die Deoxyverbindung 79, das Monosialosid 80 und das Disialosid 81
isoliert wurden. Das Monosialosid 80 wurde mit 18% Ausbeute und das Disialosid 81 mit

7% Ausbeute als a/B-Gemisch erhalten (Abbildung 52).

Die Sialylierung des 3,4-Bishydroxymethylfurans 33 mit NIS lieferte das Monosialosid 82
mit 12% Ausbeute als o/B-Gemisch (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Sialylierung von 3,4-Dihydroxmethylfuran

Geringe Mengen der erhaltenen aufgereinigten Sialoside 80, 81 und 82 konnten mit
NaOMe in MeOH zu den entsprechenden entschiitzten Verbindungen 83, 84, 85 umgesetzt
werden (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Entschiitzung der Sialoside

Im allgemeinen sind die Sialylierungen der Furane schlecht verlaufen. Die Aktivierung mit
NIS stellt die angenehmere, geruchsirmere und sauberere Methode dar, da sich
freiwerdendes Jod und Succinimid mit Natriumthiosulfatlésungen gut extrahieren lassen.
Schwierigkeiten erweisen sich bei der Sialylierung insbesondere bei der Detektion und
Aufreinigung der Produkte. Donor 73, Eliminierungsprodukt 79 und Fucosesialosid 75
weisen etwa dasselbe Laufverhalten in verschiedenen Elutionsmitteln auf, so daf3 sich das
Produkt bei maximalen Ausbeuten von etwa 10-20% mittels DC nicht immer leicht
detektieren lieB. Die Sialylierung der Bishydroxymethylfurane weisen den Vorteil auf, daf3
tiberschiissiges Furan bei der Extraktion in die wélrige Phase iibergeht, und sie dann die
polarsten Bestandteile des Reaktionsgemisches darstellen. Dabei wird zuerst das

Monosialosid, dann das Disialosid von einer Kieselgel-Saule eluiert.

3.2.5 Carbonséaure Mimetika von sLewis x

Die stirkste Wechselwirkung sialylierter Oligosaccharide zu entsprechenden Lektinen
verlduft nachweislich tiber die Wasserstoffbriickenbildung der Carboxylgruppe™ (sieche

Kapitel 1.4.3). Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Sialylierung und den hohen Kosten
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fiir Neuraminsdure bietet es sich daher an, die Wechselwirkungen von Sialinsdure lediglich
durch eine Carboxylgruppe darzustellen.

Um an die Furane auf moglichst einfache Weise Carbonsduren einzufiihren, bietet es sich
an, sie mit ()-Halogencarbonsdureester umzusetzen. Bromessigsdureethylester ist ein
gingiges und giinstiges Ausgangsprodukt, das hierzu verwendet werden kann.
Bromessigsaureethylester sollte auBlerdem mit einer einfachen Methylengruppe als
Alkylkette in etwa der Struktur und Position der Carboxylgruppe in einem Sialosid
entsprechen.

Die Veretherung von Bromessigsdureethylester und Furan 35 mit NaH als Base in THF bei
0°C fiihrte zu einem Gemisch an Produkten, da Bromessigsidureethylester unter diesen

Bedingungen im Sinne einer Claisen-Esterkondensation mit sich selbst reagierte.

BrCH,CO,Et / NaH / THF /
0°C/2h
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(¢} o) [ Y O&/O o) ZO \ /
BrCH,CO,Et / Ag,0/ CH,Cl, +

HO /RT/12h o o 0
35 55% 86 * 29% 87 u<
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Abbildung 55: Veretherung des Monofucosides 35 mit Bromessigsdureester

Silberoxid wird in der Literatur® als selektiver Promotor fiir die Substitution dargestellt,
ohne eine Deprotonierung der CH-aziden Protonen zu erzeugen. Die Umsetzung von 1 eq.
Fucosid 35 mit 3 eq. Bromessigsdureethylester und 3 eq. Ag,O in CH,Cl, bei RT lieferte
das gewiinschte Produkt 86 (Abbildung 55). Allerdings stellte sich heraus, dafl die
Reaktion die beschriebene Selektivitit nicht aufweist. Es wurden verschieden Produkte
erhalten, desweiteren ergab sich bei der Aufreinigung die Schwierigkeit, dal Derivate des
Essigsdureesters sich unter den chromatographischen Bedingungen etwa gleich verhielten
wie das Produkt und somit als Verunreinigung mitgeschleppt wurden.

Neben dem gewlinschten Produkt wurde ein zweifach konjugiertes Produkt isoliert, dem
zundchst anhand der Masse, 'H- und ?C-NMR Untersuchungen die Struktur 87 zugeteilt
wurde.

Ahnliche Ergebnisse lieferte auch die Umsetzung des Galactosederivates 40 mit
Bromessigsaure (Abbildung 56). Hier wurde Produkt 88 zu 26% und Nebenprodukt 89 mit
16% Ausbeute erhalten.
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Abbildung 56: Synthese der Carbonsdurederivate

Im Folgenden wurde nun versucht, die erhaltenen Verbindungen zu entschiitzen und die
Ester zu verseifen. Dazu wurde das Produkt 86 erst mit 10%iger TFA-Losung und dann
mit IN-NaOH versetzt, um den Ester sauer zu spalten und anschlieend die Schutzgruppen
zu entfernen. Dabei wurden zwar die Benzoylschutzgruppen abgetrennt, nicht aber der
Ester verseift. Daher wurde weiterhin versucht, eine Verseifung im Basischen zu erlangen.
Verbindung 86 wurde mit Dowex OH’, LiOH und KO7Bu in THF/Wasser bei
unterschiedlichen Temperaturen umgesetzt, wobei jeweils lediglich eine Spaltung der
Benzoylschutzgruppen erhalten wurde.

Bei der Umsetzung des Nebenprodukts 87 in 10%iger TFA-Losung und anschlieBender
Umsetzung mit 1N-NaOH wurde das Fucosid 37 erhalten (Abbildung 57). DaB3 bei einer
Umsetzung mit 10% TFA eine Etherbindung gespalten worden sein soll, ohne daf3 die
glycosidische Bindung des Saccharids hydrolysiert, ist nicht einleuchtend. Dieses
Ergebnis ist nur zu verstehen, wenn statt dem postulierten Nebenprodukt 86 eigentlich das
Nebenprodukt 86a vorgelegen hat. Dieses Isomer kann nach einer Hydrolyse des reaktiven

a-Bromessigsdureethylesters zum a-Hydroxycarbonsdureethylester ebenfalls auftreten.
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Abbildung 57: Entschiitzung der Carbonsdurederivate
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Aufgrund der schlechten Selektivitit und der geringen Ausbeute bei der Umsetzung mit
Bromessigsdure sowie der schwierigen Trennung der Produkte wurden keine weiteren

Entschiitzungsversuche untergenommen.

3.2.6 Sulfatierte Glycosidmimetika

Neben einer erhdhten Expression sialylierter Oligosaccharide wurde eine Uberexpression
an sulfatierten Sacchariden, wie z.B. Heparansulfat® oder Sulfato-Lewis x°', auf
Tumorzellen nachgewiesen. Diese unter physiologischen Bedingungen als Natriumsalze
auftretenden Sulfate scheinen durch ihre negative Ladung in vielen Erkennungsprozessen
ebenfalls eine entscheidende Rolle zu spielen. Aufgrund der schlechten Verfiigbarkeit von
Neuraminsdure und der schwierigen Glycosilierung der Sialinsdurederivate sind Sulfate

9293 und als Mimetika von sLewis® in ELISA-Tests an E-

von Lewis™ bereits synthetisiert
Selektin eingesetzt worden’. Dabei wurden relativ gute Bindungskonstanten erhalten, so

dal3 Sulfate tatsdchlich als Mimetika fur Sialinsdure verwendet werden konnen.

Eine Transformation von Hydroxylgruppen zu Sulfaten erfolgt z.B. durch Umsetzung mit
Pyridinsulfoxid in aprotischem Losungsmittel.

So reagierte das Monogalactosid 40 mit 1.5 eq. Pyridinsulfoxid in DMF bei RT zu dem
Sulfat 90, das nach 10h mit 97% Ausbeute erhalten wurde (Abbildung 58). Die
Aufreinigung des benzoylgeschiitzten Sulfates erfolgte entweder per Chromatographie auf
RP18-Sédulenmaterial (Acetonitril/Wasser=2:1) oder auf einer Kieselgelsdule (Chloroform/
Methanol=4:1). Die Entschiitzung des Sulfates 90 mit NaOMe in Methanol bei RT lieferte
nach 3h zu 85% das Sulfat 91 (GSF).
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Abbildung 58: Synthese von GSF 91
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Bei der Entschiitzung mull beriicksichtigt werden, daB3 mindestens 1.1 eq.
Natriummethanolat verwendet werden, da zundchst nur das Natriumsalz der Verbindung
gebildet wird. Ferner wurde die Reaktion nicht wie gewohnt mit H -lonenaustauscher
neutralisiert, da das Sulfat unter sauren Bedingungen nicht stabil ist. Bei einer Verwendung
von 5 eq. NaOMe lieB sich der entstehende Benzoesduremethylester groftenteils durch
Extraktion mit Dichlormethan entfernen.

Die weitere Aufreinigung erfolgte entweder auf einer Kieselgelsdule mit Acetonitril/
Wasser=19/1 oder per HPLC auf einer RP18-Siule (H,O/AcCN = 98:2). Auf der HPLC
wird das Produkt nahezu mit der Startfront von der Sdule eluiert, so daf sich {iberschiissige
Benzoesédure der abgespaltenen Schutzgruppen so schlecht abtrennen 1d6t. Die HPLC mit
Diol- und Aminophasen lieferte keine zufriedenstellende Auftrennung. Die Diolphase hat
den Nachteil, daB sehr polare Materialien mit einem hohen Acetonitril- oder
Methanolgehalt eluiert werden miissen, in dem das Sulfat 91 schlecht 16slich ist. AuBerdem
ist auch hier die Wechselwirkung mit der festen Phase zu gering, um eine gute

Auftrennung zu erhalten.

Analog zu der Synthese von GSF 91 wurden auch die Sulfate der Fucose- und Lactose-
Furane ausgehend von Monofucosid 35 und Monolactosid 45 hergestellt.

Das Fucosid 35 wurde mit Pyridiniumsulfoxid in DMF bei RT umgesetzt, um das
benzoylgeschiitzte Sulfat 92 zu erhalten. Dieses konnte mit Natriummethanolat in
Methanol bei RT nach Zemplén entschiitzt werden. Das Sulfat 93 konnte so mit 43%
Ausbeute in zwei Stufen erhalten werden. Das Lactosesulfat 95 wurde ebenfalls in zwei

Stufen aus dem Lactosid 45 mit 83% Ausbeute erhalten (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Synthese der Saccharidsulfate
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Die erhaltenen Sulfatverbindungen stellen gute Saccharidmimetika dar, um die Inhibition
der Zell-Zell-Wechselwirkungen von metastasierenden Zellen zu untersuchen. Sie sind in
groBBeren Mengen leicht synthetisierbar und liefern mit der Sulfatgruppe eine interessante
Funktionalitét, die die Wirkung der Saccharidmimetika wesentlich beeinflussen kann. Die
antimetastatische Wirkung von GSF 91 auf humane und Maus- Melanomzellinien ist in
verschiedenen Assays in einer Kooperation mit Gronewold (DKFZ) getestet worden. Auf

die dabei erzielten Ergebnisse wird in der Diskussion ndher eingegangen.

Um die Rolle der Saccharide bei der Adhdsion bzw. Inhibition nachzuweisen, sind
Verbindungen notwendig, die als Kontrollen eingesetzt werden konnen. Solche Kontrollen
bestehen jeweils aus den Grundgeriisten der Mimetika. Im Falle der Sulfatmimetika sollte
als Kontrolle ein Monofuransulfat, wie z.B. das Sulfat 98, dargestellt werden (Abbildung
60).
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Abbildung 60: Synthese des Sulfates 98

3-Hydroxymethylfuran 97 wurde aus dem entsprechenden Ester 96 durch Reduktion mit
LiAlH4 mit 97% Ausbeute erhalten und anschlieBend in DMF bei Raumtemperatur mit
Pyr-SO; umgesetzt. Im Gegensatz zu der Sulfatierung der saccharidhaltigen Furane erwies
sich diese Verbindung als labil. Beim Einengen organischer Losungsmittel ebenso wie bei
dem Lyophylisieren aus wéBriger Losung wurde ein unloslicher schwarzer Riickstand
erhalten. Da das Produkt unter sauren Bedingungen besonders instabil ist, wurde die
Reaktionslosung mit 1.5 eq. NaOMe versetzt, direkt auf eine Kieselgelsdule aufgetragen
und mit Chloroform/Methanol 4:1 chromatographiert. Wird das Losungsmittel abgezogen,
so erhidlt man ein weiles Produkt, das bei Aufnahme in Wasser sehr gut 16slich ist, bei
Lyophylisierung aus wéalriger Losung allerdings direkt wieder polymerisiert. Das weille
Produkt verfarbt sich bei langerer Lagerung bei -15°C ebenfalls grau.

Die Sulfatierung des 3,4-Bishydroxymethylfurans erwies sich als dhnlich kompliziert. Das

Disulfat konnte massenspektrometrisch in der Reaktionslésung nachgewiesen werden,
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nach einer Aufarbeitung wurde aber ausschlieBlich als amorpher, schwarzer Riickstand

erhalten.

3.2.7 Synthese komplexer sLewis*-Mimetika

Bislang wurde der Schwerpunkt auf einfache Mimetika gelegt, die mdglichst schnell und
einfach zu synthetisieren sind. Daher wurden Derivatisierungen direkt an den
Hydroxymethylgruppen des Furans durchgefiihrt. Wechselwirkungen von sLewis™ erfolgen
indes nicht nur iiber zwei Saccharide, sondern zum Teil iiber Hydroxylgruppen der
Galactose. Um komplexere aber eventuell wirksamere Mimetika zu erzeugen, wurde daher
im folgenden versucht, einen synthetischen Zugang zu solchen umfassenderen Mimetika
zu schaffen. Zur Imitation natiirlicher Saccharide ist insbesondere die Derivatisierung der
Hydroxylgruppen an C6 und C3 der Galactose von besonderer Bedeutung. Auch hier
stehen Derivatisierungen zu Sulfaten, Carbonsduren u.a. im Vordergrund (schematisch in

Abbildung 61 dargestellt).
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Abbildung 61: Strukturvorschldge fiir komplexere Saccharidmimetika

Die Synthese solcher komplexer Verbindungen ist im wesentlichen von der richtigen
Synthesestrategie und der Auswahl der Schutzgruppen abhdngig. Mdogliche
Syntheseansétze fiir eine Derivatisierung an C3 und an C6 der Galactose unterscheiden
sich dabei bedeutsam. Die selektive Derivatisierung der einzigen priméren
Hydroxylgruppe C6 ist einfacher, da die sterischen und energetischen Eigenschaften fiir

die Schutzgruppenstrategie ausgenutzt werden konnen.
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So wurde zunidchst versucht, an 1,2;3,4-Diispropylgalactose 99 eine Carboxylgruppe
einzufiigen. Durch Umsetzung mit Bromessigsdureethylester, Ag,O und TBAI in CH,Cl,
bei RT konnten Verbindung 100a mit 30% Ausbeute und das zweifach konjugierte Produkt
101b mit 16% Ausbeute erhalten werden (Abbildung 62). Durch Umsetzung mit 10% TFA
in MeOH konnten die Isopropylidengruppen nicht abgespalten werden, es wurde lediglich

eine Verseifung des Ethylester erhalten.
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Abbildung 62: Syntheseansatz zu Verbindung 102

Um verschiedene funktionelle Gruppen an die jeweiligen Positionen einfiihren zu konnen,
habe ich versucht, eine allgemeine Schutzgruppenstrategie zu entwickeln. Um dabei auch
die jeweiligen Sulfate synthetisieren zu kénnen, mull die Labilitdt der Sulfate gegeniiber
Sduren beriicksichtigt werden. In Anwesenheit von Sulfaten kann keine sauer spaltbare
Schutzgruppe verwendet werden, aulerdem sind Sulfate unter Glycosilierungsbedingungen
nicht stabil. Eine temporire, orthogonale Schutzgruppe, die am Ende selektiv entfernt
werden kann, ermdglicht es, gezielt eine Sulfatgruppe einzufiihren.
Verschiedene Bedingungen sind fiir die Auswahl der Schutzgruppen bestimmend:
e Die Schutzgruppen miissen unter Glycosilierungsbedingungen stabil sein
e Es darf sich nicht um hydrogenolytisch spaltbare Schutzgruppen handeln, da der
Furanring ebenfalls hydriert wird
e Die Schutzgruppe C6 muBl zu der Schutzgruppe an Cl, sowie zu den
Schutzgruppen an C2, C3, C4 und C5 orthogonal sein
e Die Schutzgruppe an C1 mufl unabhédngig von den anderen Schutzgruppen in einen
geeigneten Donor iiberfiihrt werden
e Die Schutzgruppen an C2, C3, C4 und C5 miissen basisch spaltbare Schutzgruppen
sein, die in Anwesenheit des Sulfates abgespalten werden konnen. Mogliche

Schutzgruppen sind alle Acylschutzgruppen
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Zunichst wurde ein Ansatz mit Galactose 103 getestet, da dieses Derivat im Arbeitskreis
vorhanden war’>. Der Thioaromat stellt eine Schutzgruppe fiir das anomere Zentrum und
eine Abgangsgruppe fiir die Glycosilierung dar. Durch Benzoylierung entsteht das
Galactosederivat 104, dessen Acetylschutzgruppe selektiv unter pH-Kontrolle basisch
gespalten werden kann (Abbildung 63). Die Glycosilierung von Derivat 104 mit Furan 35
mit NIS, TmsOTT bei 0°C in Dichlomethan lieferte allerdings kein Produkt 107, sondern
fiihrte lediglich zur Eliminierung zum Glycal.
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0
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103 104 820 [OAC_ ;Co
I
NBS O
BzO OAc . OBz
Bz0 OAc % 107
(o N E L e T T — »
BzO
105 Bzogﬁ”o"' BzO OYNH
Z
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Abbildung 63: Synthese von Galactosemonomer 104

Der Versuch, das Thiol zu hydrolisieren und im folgenden tiber das Imidat zu Verbindung
107 zu gelangen, scheiterte ebenfalls, da die Umsetzung mit NBS in Aceton/Wasser, die
bei Alkylthiolen quantitativ zu einer Hydrolyse fiihrt, in diesem Falle lediglich einer

Isomerisierung zur Folge hatte.

Durch die Synthese von Imidat 110 konnte schlieBlich eine erfolgreiche, neue Synthese-
strategie erhalten werden, die den aufgefiihrten Bedingungen entspricht.

Setzt man Galactose bei RT in Pyridin mit equimolaren Mengen TBDPSCI und
anschlieBend nach Zemplén mit Ac,O/Pyridin um, so erhdlt man selektiv Verbindung 108.
Die anomere Acetylschutzgruppe konnte mit Hydrazin in Dichlormethan abgespalten und
Verbindung 109 in drei Schritten mit 70% Ausbeute erhalten werden (Abbildung 64). Die
Umsetzung zum Imidat 110 mit Trichloracetonitril und DBU bei 0°C in DCM verlieft

standardmafig.
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Abbildung 64: Synthese von Imidat 110

Durch Glycosilierung des Fucosids 35 mit Imidat 110 bei 0°C in Dichlormethan wurde das
Produkt 111 mit 45% Ausbeute erhalten. Die weitere Umsetzung mit TBAF und 18-Krone-
6 bei 0°C fiihrte zu einer Abspaltung der Silylschutzgruppe, wobei das Produkt 112 mit
18% Ausbeute erhalten wurde (Abbildung 65). Unter den stark basischen
Reaktionsbedingungen wihrend der Entschiitzung tendieren die Acetylgruppen zu
Wanderung oder Abspaltung, was die geringen Ausbeuten bedingt. Unter Verwendung
katalytischer Mengen an TBAF und dem Einsatz von Kronenether in wasserfreiem
Losungsmittel 1468t sich die Nebenreaktion abmildern. Die Verwendung von
Benzoylgruppen, die dies besser aushalten wiirden, ist nicht moglich, da sich diese

wiederum basisch nicht selektiv in 1 Position abspalten lassen.

Mit der entstandenen Verbindung 112 ergibt sich aber die Mdglichkeit, verschiedene
funktionelle Gruppen an der 6-Position der Galactose einzufiihren. Eine Umsetzung mit
Pyridinsulfoxid in DMF und anschlieBende Entschiitzung mit NaOMe liefert Verbindung
113. Auch Carbonsédurederivate konnten so in 6-Position eingefiihrt werden. Aufgrund

mangelnder Zeit wurde diese Synthese allerdings nicht mehr durchgefiihrt.
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Abbildung 65: Synthese von Endverbindung 113

Eine Derivatisierung der 3-Position der Galactose ist entsprechend schwerer, da es sich
nach der Hydroxylgruppe an C4 um die unreaktivste handelt. Schutzgruppenstrategien
versuchen die Schutzgruppen fiir Diole auszunutzen, um selektiv die gewiinschte
Hydroxylgruppe derivatisieren zu konnen. Ein interessantes Beispiel fiir eine solche
Strategie ist die Verwendung von Bu,SnO mit Galactose. Ist die 1-Position geschiitzt, so
erhilt man nach etwa 60h selektiv das Intermediat 115. Dieses kann nach Hasegawa’® mit
MPMCI gedftnet werden, wobei aufgrund des Reaktivitdtsunterschiedes zwischen C4 und
C3 ausschlieBlich Verbindung 116 entsteht. Damit ist eine Moglichkeit gegeben, eine

orthogonale Schutzgruppe in 3-Position einzufiigen.
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Abbildung 66: Syntheseansdtze zur Derivatisierung in 3-Position der Galactose
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Die Verbindung 115 konnte mit Bromessigsdureethylester in DMF bei RT zu Verbindung
117 umgesetzt werden. Allerdings wurde diese Verbindung aufgrund mangelnder Zeit

nicht weiter zu Endverbindung 118 umgesetzt.

Verschiedene Wege zur Funktionalisierung der Galactose an C3 oder C6 konnten
aufgezeigt werden, genauere Synthesebedingungen miissen an dieser Stelle allerdings noch

ausgearbeitet werden.

3.2.8 Glycosidmimetika als diagnostische Tools

In den vorhergehenden Kapiteln wurden verschiedene Synthesen von Saccharidmimetika
dargelegt. Insbesondere mit dem Sulfat GSF wurden von Gronewold verschiedene
biologische Assays durchgefiihrt, um das inhibitorische Potential des Mimetikums in
Bezug auf Zell-Zell-Wechselwirkungen zu testen. Die Ergebnisse dieser Assays sind zum
Teil sehr vielversprechend und lassen darauf schlieen, dal das Mimetikum tatsdchlich an
Zellen bindet und eine inhibitorische Wirkung auf die Zell-ECM-Wechselwirkung von
Melanomen hat. Allerdings werfen diese Ergebnisse die Frage nach den Mechanismen auf:
An welche Rezeptoren bindet das Mimetikum? Wo sind die Rezeptoren lokalisiert? Ist die
Bindung spezifisch fiir Melanome oder findet sie an den Bindungsproteinen der
extrazelluliren Matrix (ECM) statt? ...

Zur Beantwortung dieser Fragen steht die genaue Analyse der Saccharid-Lektin-
Interaktionen im Vordergrund. Die Untersuchung von Saccharid-Lektin-Wechsel-
wirkungen kann {iiber isolierte ex-vivo Bindungsassays (ELISA-Tests) mit jeweiligen
Zelloberflichenrezeptoren erfolgen. Alternativ kann man aber auch versuchen, das
Saccharidmimetikum zu markieren, um in vivo Aussagen iiber die entsprechenden
Rezeptoren und ihre Lokalisierung treffen zu kdnnen.

Die Furansaccharidmimetika lassen sich via Diels-Alder-Reaktion vielfiltig
funktionalisieren. Zur Untersuchung von Lektin-Saccharid-Wechselwirkungen bietet sich
die Einfilhrung von Biotin oder Fluoreszenzmarkern an. Die Umsetzung der
Furansaccharidkonjugate mit Fluoresceinmaleinimid hat sich bereits in Vorarbeiten

bewihrt®’.
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Abbildung 67: Diels-Alder-Reaktion von GSF-Natriumsalz 61 mit Maleinimidofluoreszein
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Eine Umsetzung des Natriumsalzes des GSFs 91 mit einem UberschuB am Maleinimid
fiihrte in Wasser bei 45°C nicht zu dem gewiinschten Produkt, sondern zu einer
Ubertragung der Acetylschutzgruppen auf die Galactose (

Abbildung 67), wobei sich die Entschiitzung des Fluoresceins durch einen starken
Farbumschlag von farblos nach tief rot sofort zeigte. GSF mit bis zu drei

Acetylschutzgruppen konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden.

Um eine Acetylschutzgruppenwanderung zu umgehen, wurde zundchst versucht,
Fluorescein zu entschiitzen und das entschiitzte Produkt in einer Diels-Alder-Reaktion
einzusetzen. Bei der Entschiitzung von Fluoresceinmaleinimid 119 mit Natriummethanolat
wurde das Maleinimid gedffnet, so dal sich der Methylester des Fluoresceins und der
Maleinséure bildeten (Abbildung 68). Die Umsetzung mit 20%iger Ammoniak-Ldsung in
Methanol fithrte zwar auch zu einer vollstindigen Entschiitzung des Fluoresceins, aber
ebenfalls zu einer Offnung des Maleinimides. Die Basenlabilitiit des Maleinimides macht
also die Abspaltung der Acetylgruppen ohne gleichzeitige Ringdéffnung des Maleinimides

schwer.
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Abbildung 68: Entschiitzungsversuche von Acetyl-maleinimidofluorescein 70
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Der Versuch, das Fluoresceinderivat 120 in Wasser mit GSF 91 bei 45°C umzusetzen,
scheiterte. Es konnte kein Diels-Alder-Addukt nachgewiesen werden. Die Reaktivitéit des
Fluoresceins in Bezug auf die pericyclische [2+4]-Reaktion wird durch die Ring6ffnung
des Maleinimides und der damit verbundenen Bildung einer elektonenreichen Séuregruppe

drastisch herabgesetzt.

Eine erfolgreiche Umsetzung konnte schlieBlich durch die Verwendung von ,,saurem GSF*
erhalten werden. GSF 91, das zuvor iiber Kieselgel mit Acetonitril/Wasser = 19:1
chromatographiert wurde, liegt als freie Séure vor und ist stark sauer. Die Umsetzung
dieses ,,sauren GSF 91 mit Acetylfluoresceinmaleinimid in wasserfreiem DMF lieferte

nach 56h bei 45°C das Produkt 121 mit 38% Ausbeute.
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HO _oH
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Abbildung 69: Diels-Alder-Reaktion von GSF 91 mit Maleinimidofluorescein 119

C

Per HPLC auf einer RP18-Siule konnte das Reaktionsgemisch getrennt und das Produkt
als Endo-Exo-Gemisch sauber erhalten werden. Das Hydrolyseprodukt 122 wurde zu 10%
als Nebenprodukt ebenfalls isoliert.

Beide Diels-Alder-Adukte 121 und 122 wurden im folgenden entschiitzt. Dabei wiesen
beide Addukte ebenfalls eine starke Tendenz zu einer Ringéffnung am Amid auf. Durch
Umsetzung in Methanol mit 20% Ammoniak wurden quantitativ die Produkte 123 und
124 erhalten. Die erhaltenen fluoreszierenden Bizyklen 123 und 124 stellen jedoch
ebenfalls brauchbare Produkte fiir biologische Untersuchungen dar, da das offene Amid

nach ersten HPLC Untersuchungen relativ stabil ist.
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Abbildung 70: Entschiitzung der Verbindungen 121 und 122

Zur weiteren Markierung des Saccharidmimetikums GSF wurde versucht, Biotin
einzufithren, das in géingigen Assays mit Streptavidin-FITC verwendet wird.
Maleinimidobiotin 125 ist ein géngiges, kommerziell erhéltliches Kopplungsreagenz fiir
Proteine, das mit freien Cysteinen reagiert. Die Umsetzung von GSF 91 mit
Maleinimidobiotin 125 in Wasser bei 45°C liefert in 48h das Diels-Alder-Addukt 126
(Abbildung 71). Nach Aufreinigung per HPLC konnte das Produkt 126 mit 45% Ausbeute

als Endo-Exo-Gemisch erhalten werden.
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Abbildung 71: Diels-Alder-Reaktion von GSF 91 mit Maleinimidobiotin 126

3.2.9 Bewertung von Donoren zur Synthese von a-Fucosiden

Ein Grundbestandteil von Oligosacchariden neben Galactose, Glucosamin und Mannose
stellt die Fucose dar. Sie hat insbesondere bei den Blutgruppenantigenen, sowie bei
sLewis® eine wichtige Erkennungsfunktion und ist wesentlich bei der Bindung an

entsprechende Lektine beteiligt. Im Gegensatz zu vielen anderen Monosacchariden
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kommen Fucoside in der Natur ausschlieBlich als L-konfigurierte und a-verkniipfte
Saccharide vor, so dall Saccharidmimetika meist ebenso als a-Fucoside dargestellt werden.
Wie in Kapitel 1.5.1 erortert, hat das Auswirkungen auf die Synthesebedingungen, da die
Stereoselektivitit der Glycosilierung neben rein enthalpischen Effekten durch die Auswahl
der Schutzgruppen beeinflult wird (sog. Nachbargruppeneffekt). Bei Acylschutzgruppen
in 2-Position stabilisiert die Carbonylgruppe das entstehende Carbokation und favorisiert
eine trans-Glycosilierung. Bei Fucosedonoren bedeutet dies, dall eine B-Glycosilierung
favorisiert ist (Abbildung 72). a-Fucoside konnen daher besser erhalten werden, wenn man

Schutzgruppen in 2-Position verwendet, die keine stabilisierende Wirkung haben.

OBz B-Glycosidische Bindung bevorzugt durch:
& E/ \/I;f a) o- Imidat

b) Nachbargruppen Effekt der Bz-Gruppe

c¢) thermodynamisch favorisiertes Produkt
CCI3

a-Glycosidische Bindung bevorzugt durch:
\):f a) kinetisch kontrollierte Reaktionsfiihrung

b) Abwesenheit dirigierender Nachbargruppen
CCI3

Abbildung 72: Reaktionskontrolle der Stereoselektivitdt

Verschiedene Fucosyldonoren mit benzylischen Schutzgruppen zur Synthese von a-
Fucosiden sind etabliert, einige sind in Abbildung 73 dargestellt. Der einfachste Donor zur
a-Fucosilierung ist Tribenzylimidat 127. In 4 Stufen wird das Imidat aus Fucose erhalten
und daher hiufig eingesetzt. Durch die elektronenreichen Benzylschutzgruppen ist das
Imidat 127 wesentlich aktiver, aber leider auch labiler als das analoge Benzoylimidat 34.
Donoren, die lediglich in 2-Position eine benzylische Schutzgruppe enthalten, erweisen
sich als wesentlich stabiler. Thre Synthese ist allerdings auch mit einem héheren Aufwand

verbunden.



69 Ergebnisse

B-Fucoside a-Fucoside
BO
AcO 4 Stufen \ fo \OBn
L-Fucose 3 Stufen OLE A L-Fucose —  » o NH
— O\ SEt 127
CCla
asuren MPMQ_ ompm
BzO OMPM
4 Stufen OBZOB S O
— o2 128 ¢
O._NH
34 Y ACO OAc
CCly 7 Stufen mOMPM
—_—
O.__NH
129
CClg

Abbildung 73: Beispiele bekannter Fucosedonoren

Verschiedene dieser literaturbekannten Donoren wurden fiir Umsetzungen im Rahmen
dieser Arbeit herangezogen. Im Vordergrund standen Donoren mit der p-Methoxybenzyl-
schutzgruppe (MPM=Methoxyphenylmethyl), da sich diese benzylische Schutzgruppe
sowohl oxidativ als auch hydrogenolytisch abgespalten 146t. Da das aromatische Geriist der
Furane mit H, und Pd/C hydriert wird, kdnnen normale Benzylschutzgruppen zwar
verwendet werden, sie konnen aber nicht abgespalten werden, ohne daBl der Furanring
dabei auch hydriert wird. Die MPM-Gruppe ist noch elektronenreicher als die Benzyl-
gruppe, so daf} ein Imidat mit dreit MPM-Gruppen nicht stabil ist.

Das Chlorid 128”7 und das Imidat 129°® wurden zur Synthese von Furan-o-fucosiden
hergestellt. Die Schwierigkeit bei Synthese und Handhabung dieser Donoren liegt in der
Saurelabilitdt der MPM-Gruppe. Sowohl das Chlorid 128 als auch das Imidat 129 werden
iiber eine 1-O-Allylfucose dargestellt. Diese Allylgruppe wird abgespalten, indem sie
isomerisiert und dann sauer hydrolysiert wird. Dabei konnen die MPM-Gruppen ebenfalls
abgespalten werden. Bei dem Chlorid 128 von Unverzagt”’ ist es nahezu unméglich die
Allylgruppe zu entfernen, ohne daf3 es zu einer Hydrolyse der MPM-Gruppen kommt. Bei
dem Donor 129 stellt die 1-O-Entschiitzung zwar einen kritischen Schritt dar, die einzelne
MPM-Gruppe ist jedoch weniger sdureempfindlich, so da3 das Imidat 129 erhalten werden
kann.

Zur Synthese von Furan-a-fucosiden wurden die Verbindungen 127 und 129 eingesetzt. So
wurde Imidat 127 mit 3,4-Bishydroxymethylfuran 33 bei -20°C in Dichlormethan

umgesetzt und das Monofucosid 130 mit 52% Ausbeute als etwa 3:1 o/B-Gemisch erhalten
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(Abbildung 74). Die Umsetzung von Imidat 129 mit Monogalactosid 40 in Dichlormethan
bei 0°C lieferte das Produkt 131 mit 24% Ausbeute in einem o/B-Verhiltnis von etwa 2:1.

Dieses Gemisch konnte per Flashchromatographie oder MPLC nicht getrennt werden.
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Abbildung 74: Synthese verschiedener a-Fucoside auf Basis von Furanen

3.2.10 Strukturvergleiche mittels Molecular Modelling

Gerade die Schwierigkeiten, die bei der a-Fucosilierung auftreten, werfen die Frage nach
der genauen Struktur der Furansaccharidmimetika auf. Kénnen diese Furane prinzipiell mit
Sacchariden verglichen werden? Sind die Abstinde und Winkel mit denen der Saccharide
vergleichbar? Inwiefern spielt die o/B-Verkniipfung tatsichlich eine Rolle? Lohnt es sich,

die synthetische Herausforderung einzugehen?

Um derartige Fragen zu beantworten, wurden einige Molecular Dynamics Simulation-
Studien” durchgefiihrt. Bei diesen Studien wird die zu untersuchende Verbindung in das
Zentrum einer Wasserbox der GroBe 25x25x25 A plaziert. Das Molekiil bewegt sich dort
tiber 1 ns bei einer Temperatur von 400 K frei. Die eingenommenen Konformationen
werden gespeichert, und die Aufenthalte der Atome, ihre Winkel und Abstdnde bestimmt.
Um einen einfachen, visuellen Vergleich anstellen zu konnen, werden die Schwerpunkte
der einzelnen Saccharide in den jeweils eingenommenen Konformationen bestimmt, als
Punkte dargestellt und im 3D-Raum tiberlagert. Damit zeigen sie die Positionen an, die die

Saccharide im Laufe der simulierten Nanosekunde eingenommen haben.
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sLewis x, sowie das a-Furanfucosid A und das B-Furanfucosid B (Abbildung 75) wurden
im Rahmen dieser Arbeit von von der Lieth modelliert und die Lidngen und Winkel
zwischen den einzelnen Sacchariden, von gewichteten Schwerpunkten der Saccharide
ausgehend, berechnet. Die jeweiligen Minimal- und Maximalwerte sowie die statistischen
Mittelwerte wurden festgehalten und im Anhang in Tabelle 2 und Tabelle 3 auf Seite 130
aufgefiihrt.
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Abbildung 75:Links: Strukturformel der berechneten per Molecular Modelling Molekiile.
Rechts:Darstellung der innerhalb einer ns eingenommenen Positionen der berechneten
Molekiile (RasMol-Darstellungen). Jeder Punkt entspricht der Position des Schwerpunktes
eines Saccharids der im Laufe der Simulation eingenommenen Konfigurationen. Die
unterschiedliche Verteilung der Punkte stellt auch die unterschiedliche Flexibilitit und
Bewegungsfreiheit der Verbindungen dar.

Die RasMol-Molekiildarstellungen (Abbildung 75 rechts) veranschaulichen die Ergebnisse
der Berechnungen in einer 3D-Darstellung. Man kann gut erkennen, daB3 das

Tetrasaccharid sLewis™ relativ rigide ist. Die eingenommenen Positionen der Galactose
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und Fucose sind relativ klein (griin und blau). Lediglich die Seitenkette der Sialinsdure
(grau und tiirkis) hat eine gewisse Bewegungsfreiheit. Die Furansaccharidmimetika A und
B hingegen weisen eine deutlich groBere Beweglichkeit auf, was an der groBeren
Verteilung der Punkte im Raum zu sehen ist (griin, blau und pink). Strukturell ist dies auf
die zwei CH,-Gruppen des Furans zuriickzufiihren.

Dieser Vergleich der 3D-Darstellung stellt zunéchst
jedoch nur eine rein visuelle, subjektive Gegeniiber-
stellung dar. Erst die genaue Analyse der einzelnen

Daten liefert eine Moglichkeit, die Strukturen wirklich

zu vergleichen und den Unterschied zu quantifizieren.

Abbildung 76

Um eine greifbarere Vorstellung der Struktur der
Verbindungen zu bekommen, wurden die Strukturparameter zwischen der Sialinsdure, der
Fucose und dem zentralen Core (GalNAc bzw. Furan) genauer betrachtet (Abbildung 76).
Dazu wurden die mittleren Langen und Winkel zwischen den Sacchariden (genauer
zwischen den Schwerpunkten der Saccharide) als Dreieck dargestellt und zum Vergleich

iberlagert.

In Abbildung 77 ist links der Strukturvergleich fiir sLewis™ und a-Fucosid A und rechts fiir
a-Fucosid A und B-Fucosid B dargstellt. Die Dreiecke (gelb und blau) aus Sialinsdure,
Fucose und dem Core sind fiir jeweils zwei Verbindungen iiberlagert worden. Diese aus
den Mittelwerten gewonnenen Dreiecke reprdsentieren die wahrscheinlichste
Konfiguration der Molekiile.

Die Beweglichkeit der Mimetika ergibt sich aus den Fehlerwerten der einzelnen Léngen
und Winkel. Graphisch wurden sie beriicksichtigt, indem die Dreiecke mit den Minimal-
und Maximalwerten der Langen und Winkel (gepunktet und gestrichelt) ebenfalls darstellt
wurden. Sie veranschaulichen die Minimal- und Maximalauslenkungen der Sialinsdure und
der Fucose vom Core ausgehend. Die Fliche zwischen diesen Minimal- und
Maximalauslenkungen stellt den Bereich dar, den die Mimetika einnehmen kdnnen. Sie ist
fiir die Beweglichkeit der Sialinsdure gelb und fiir die Fucose blau abgebildet. Die
halbtransparente Darstellung verdeutlicht die Uberschneidungen der moglichen

eingenommenen Konformationen.
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Abbildung 77: 2D-Darstellung der Beweglichkeit der berechneten Saccharidstrukturen:
Links'® sLewis x im Vergleich zu dem oa-Fucosesaccharidmimetikum A, rechts ein
Vergleich zwischen dem o~ und [~ Saccharidmimetikum A und B. Gelb stellt die
Beweglichkeit der Sialinsdure ausgehend vom Zentrum dar, blau die mogliche Auslenkung
der Fucose. Die Bereiche, die von den Sacchariden eingenommen werden konnen, sind
halbtransparent dargestellt, so daf3 die dunkleren Gebiete die , Schnittmenge” der
Konformationen darstellen.

Bei dem Vergleich des Mimetikums mit sLewis x (links) ist gut zu erkennen, dal} die
Abstinde vom Core (Furan bzw.GalNAc) zu der Fucose bzw. der Sialinsdure in etwa
gleich lang sind wie die entsprechenden Abstinde bei dem Tetrasaccharid sLewis x.
Lediglich der Winkel zwischen Fucose und Sialinsdure scheint bei den Furankonjugaten
etwas grofler zu sein als bei sLewis x. Desweiteren ist der gelbe Bereich, indem sich das
Molekiil bewegt, bei dem Mimetikum deutlich grofer. Die erhohte Bewegungsfreiheit des
Mimetikums gegeniiber dem Tetrasaccharid sLewis®, die in der 3D-Darstellungen in
Abbildung 75 bereits angedeutet wurde, somit klar zu erkennen. Bemerkenswert ist jedoch,
daB das Mimetikum nahezu alle moglichen Konformationen des Tetrasaccharides ebenfalls

abdeckt.

In der rechten Darstellung, in der die Mimetika A und B abgebildet wurden, kann man
erkennen, dafl o- und B-Fucoside eine nahezu identische Struktur aufweisen. Es scheint
strukturell keine Rolle zu spielen, ob es sich bei dem Furanmimetikum, um eine o- oder 3-
verkniipfte Fucose handelt. Damit scheint sich der Aufwand fiir eine a-Fucosilierung nicht
zu rechtfertigen. Es bleibt jedoch die Frage, welche Bereiche der Fucose selbst Lektine

genau erkennen, um zu wissen, ob die Stereochemie letztlich eine Rolle spielt oder nicht.
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Bei dem Vergleich der Furanmimetika und sLewis® konnte mit diesen Berechnungen
weiterhin gezeigt werden, da die Saccharidmimetika mit Struktur von sLewis”
tibereinstimmen. Die Mimetika nehmen im Groflen und Ganzen dieselben Konformationen
ein, die das Tetrasaccharid auch einnehmen kann. Durch ihre zusétzliche erhohte

Flexibilitdt konnen sich die Mimetika besonders gut an Lektinbindungsstellen anpassen.
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4 Diskussion und Ausblick

Im ersten Teil der Arbeit sollte die Synthese langkettiger, multivalenter Glycokonjugate
untersucht werden. Durch die Verwendung langer, rigider Ketten (ca. 30A) sollte die
Moglichkeit gegeben werden, multivalente Liganden flir Polyomaviren zu synthetisieren.
Anhand der Kristallstruktur des Kapsidproteins pV1 konnten verschiedene Struktur-
vorschldge multivalenter Mimetika auf Basis von Carotinoiden ausgearbeitet werden.

Es wurden drei ginzlich verschiedene Ansédtze gewéhlt, um Saccharide mit Carotinoiden
zu verbinden. Zunéchst wurde direkt an Carotinoide glycosiliert, dann wurde versucht die
Carboxylgruppen der Carotinoide durch eine Amidbildung mit Saccharidkonjugaten zu
koppeln. Als letztes wurde ein Saccharidphosphonat im Sinne einer Wittig-Horner-

Reaktion mit Crocetindial umgesetzt (Abbildung 78).

Glycosilierung:

C20-Diol 4 TmsoTf/ CH2C12
é N Aﬁ?&o
ACOO NH J\A\/WWO OAC
CCI3 ACO
Amidierung:
EDC / DMAP/
826 THF /H,0
C20-Disgure OBz
B — B20
BzO. o NH BzO PN z
oBz 7 2 OBz o HN 0 WN—v-08;
o] SN o]
820 YKA)\/\/\M/&O
O ~—NH BzO" (g,
OBz
Witting-Reaktion
O
JW\(\O
OAc_OAc AcO _OAc AcO OA%
Q — 0] —
Aco\&(o Aco%o o Acom/ WACO OAC
ORCAG, orc T\ o OAC SAAR

o Aco OAc

Abbildung 78: Beispiele der durchgefiihrten Kopplungen zwischen Sacchariden und
Carotinoiden

Keiner dieser Ansitze fiihrte zu den gewiinschten Saccharidkonjugaten. Bei der
Umsetzung von Crocetindiol mit iiberschiissigem Imidat konnte keine Glycosilierung
festgestellt werden. Es wurden lediglich Zerfallsprodukte des Imidates isoliert. Vermutlich

ist die Labilitdt der Hydroxylgruppen der Carotinoide fiir die Schwierigkeiten bei der
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Glycosilierung verantwortlich. Unter den Glycosilierungsbedingungen konnte es zu
Umlagerungen der Doppelbindungen kommen.

In Bezug auf die Glycosilierung ist zu iiberlegen, ob man nicht ganz andere Carotinoide als
Edukte hinzuzieht oder andere Glycosilierungsmethoden einsetzt. So wére es z.B. moglich,
pflanzliche, natiirlich glucosidierte Carotinoide® zu verwenden und mit einer Sialinséure-
transferase enzymatisch zu sialylieren. Damit konnten die Schwierigkeiten bei der
Glycosilierung eventuell umgangen und mildere Bedingungen eingesetzt werden.

Bei der Amidbildung zwischen den Sduren der Carotinoide und Saccharidbausteinen mit
Aminolinkern wurde stets nur das Carbodiimid-Intermediat isoliert, obwohl zwei
verschiedene Aktivierungen durchgefiihrt wurden, die sich bei anderen Reaktionen oft
bewihrt haben. Das spricht dafiir, dal diese Carbonsduren besonders reaktionstrige sind.
Unter harscheren Reaktionsbedingungen sollte es dennoch eventuell mdglich sein, eine

Kopplung zu erzielen.

Bei der Wittig-Horner-Reaktion scheint das saccharidhaltige Phosphonat, nicht
elektronenreich genug gewesen zu sein. Ein anderes saccharidhaltiges Phosphonat mit
einem elektronenreicheren Linker mii3te zu einer Kopplung fiihren.

Vielfiltige andere Varianten zum Aufbau von Saccharid-Carotinoid-Konjugaten sind
denkbar, allerdings ist dabei zu beachten, dafl die Reaktionsfahigkeit der Carotinoide mit
zunehmender Kettenldnge abnimmt. Die deutlich schlechtere Loslichkeit der ldngeren
Carotinoide erschwert die chemische Umsetzung in polaren Losungsmitteln und schréinkt
die Synthesemdglichkeiten damit drastisch ein. Um Carotinoide einer Linge von 30A
umzusetzen, muf} daher eine sehr gut funktionierende Methode vorliegen. Ausgehend von
den durchgefiihrten Versuchen gehe ich davon aus, dal eine einfache Variation der
Reaktionsbedingungen hierzu nicht ausreicht, sondern auf andere Synthesewege

ausgewichen werden muf3.

Prinzipiell stellt sich die Verwendung solcher Carotinoidkonjugate als Inhibitoren von
Viren an ihre Wirtszellen in Frage. Mit zunehmender Kettenldnge werden Carotinoide sehr
unpolar. Es ist folglich anzunehmen, dafl sich lange Carotinoid-Saccharid-Konjugate
schlecht in wéBrigem Medium losen, was die Durchfithrung der Bindungsassays
erschweren wiirde. Es wére zu erwarten, daf3 sich derart lange hydrophobe Carotinoide mit

extrem polaren saccharidhaltigen Enden wie Seifen anordnen und clustern.
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Carotinoide stellen dennoch eine sehr interessante und vielseitige Stoffgruppe dar. Erste
Erkenntnisse zeigen, daB verschiedene natiirliche Carotinoide eine priventive
anticancerogene Aktivitit aufweisen®™®. Dazu zihlen alpha-Carotene, Lutein, Zeaxanthin,
Lycopene, beta-Cryptoxanthin, Fucoxanthin, Astaxanthin, Capsanthin, Crocetin und
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Phytoen ™. Daher sind Glycokonjugate auf Basis von Carotinoiden vielleicht auch im

Hinblick auf andere Anwendungen sehr interessant.

Fiir die optimierte Synthese multivalenter Inhibitoren muf3 jedoch ein anderer Weg
eingeschlagen werden. Denkbare rigide Linkermaterialien konnten auch aus

Polysacchariden, wie Stirke, oder Polypeptiden und dhnlichen Strukturen bestehen.

Bei einem derart hohen synthetischen Anspruch ist jedoch prinzipiell diskutierbar,
inwiefern die Synthese eines ,perfekten” Inhibitors fiir einen spezifischen Virustyp
sinnvoll ist, zumal das Target womdoglich leicht mutieren kann. Als Modellstudie zum
besseren Verstindnis der multivalenten Saccharid-Protein-Interaktionen ist sie vom
chemischen Standpunkt aus gesehen sehr interessant.

David R. Bundle konnte mit seinem ,,Starfish“-Molekiil'®' (Abbildung 80) kiirzlich zeigen,
daB die Bindung an Shiga-like Toxine eine Bindungskonstante im Bereich von 10°M
erreicht, wihrend die Bindungskonstante von Dendrimeren bei 9-10 10°M und die
Bindung von reinen Monomeren bei 3.6 10°M liegt (Abbildung 79). Das ,, Anfitten* des
»optimalen® Inhibitors hat folglich eine Steigerung der Bindungsaffinitdt um eine Million
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bewirkt "~ und erweist sich damit als deutlich besser als die Bindung von Dendrimeren und

einfachen Polymeren.

Abbildung 79: Darstellung des Starfish-Inhibitors im Toxin'”, seitliche Sicht auf den
Toxin-Ligand-Komplex links, Sicht von oben rechts
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Abbildung 80: Starfish-Molekiil'"'
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In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurden Saccharidmimetika auf Basis von Furanen
synthetisiert, um sie zur Inhibition von Lektinen-Saccharid-Interaktion und deren Analytik
einsetzen zu konnen. Da die Synthese natiirlicher Saccharide sehr kostspielig und
aufwendig ist, besteht ein groBBes Interesse an einfach zuginglichen Modellsubstanzen.

Von besonderer Bedeutung bei der Entwicklung von Saccharidmimetika sind geeignete
geometrische Anordnungen, eine einfache Derivatisierbarkeit, sowie die Mdglichkeit
multiantenndre Bindungen auszubilden. Die Variation der einzelnen Strukturparameter,
z.B. durch Einfiithrung von Spacern mit geeigneter Flexibilitdt, erlaubt eine Optimierung
der Bindung an einen Rezeptor. Potente Saccharidmimetika eignen sich als Inhibitoren fiir
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verschiedenste Funktionen und stellen damit potentielle Pharmaka
Um eine schnelle und einfache Variation der Strukturparameter der Mimetika zu
ermoglichen, wurde versucht die Glycosidmimetika aus vielféltigen und einfach
handhabbaren Bausteinen darzustellen. Als Core und damit als zentrales Grundgeriist des
Mimetikums sollten unterschiedlich derivatisierte Furane dienen, die mit Sacchariden und
weiteren Modifikationen umgesetzt werden konnen. Dieser Ansatz ermoglicht es durch die
Kombination der verschiedenen Bausteine, eine hohe Diversitdt zu erzielen und relativ

einfach eine Substanzbibliothek aufzubauen.

Es konnten verschiedene Saccharidmimetika auf Basis der symmetrischen

Bishydroxymethylfurane A und B (Abbildung 81) synthetisiert werden. o)

Hydroxymethylfurane lieBen sich miihelos durch Reduktion aus den = OH

entsprechenden Carbonsdureestern herstellen und gingen mit Imidaten oH A

Glycosilierungen ein. Die zweifach substituierten Furane bieten den Vorteil, " \O T oH
B

daB} sie sich leicht ein- bis zweifach derivatisieren lassen, und damit die

Struktur vieler verzweigter Oligosaccharide ausreichend nachahmen. Abbildung 81

Mono- und Disaccharide mit Fucose, Galactose und Lactose, sowie Kombinationen dieser
Saccharide konnten hergestellt werden (siche Kapitel 3.2.1 bis 3.2.3). Die
Glycosilierungen des 3,4-Bishydroxymethylfurans A mit entsprechenden Imidaten
verliefen gut. Die benzoylgeschiitzten Imidate sind einfach herzustellen, die Reaktionen
verlaufen unter Standardbedingungen erfolgreich. Die Ausbeuten von 45 bis 80%

entsprechen den Angaben anderer Glycosilierungen'®.
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Als problematischer stellte sich die Glycosilierung des 2,5-Bishydroxymethylfurans B dar,

da das 2,5-Furan im Gegensatz zu seinem 3,4-Isomer bei RT in festem Zustand vorliegt

und sich in den zur Glycosilierung geeigneten Losungsmitteln o  oTeOPS
mangelhaft 16st. Durch Einfiihrung einer Schutzgruppe konnten HoA 60
die Schwierigkeiten umgangen und Glycoside selektiv gebildet \ 4 Stufen

50%
werden (siehe Kapitel 3.2.3). Als Schutzgruppe wurde die tert.- Bzo% foiBZOBZ

o o OH
(0]

Butyldiphenylsilylschutzgruppe (TBDPS) eingesetzt, die sich als ) e

gute orthogonale Schutzgruppe erwies: In ihrer Anwesenheit

konnte sowohl reduziert als auch glycosiliert werden, desweiteren konnte sie unter Erhalt
der Benzoyl-Schutzgruppen der Saccharide abgespalten werden. Das Monofucosid 63
wurde in vier Stufen mit einer Ausbeute von 50% erhalten und konnte fiir die Synthese
gemischter Saccharide weiter glycosiliert werden.

Einige Saccharidmimetika konnten sowohl als 3,4-substituierte Furane, als auch auf Basis

von 2,5-substituierten Furanen zugénglich gemacht werden.

Sialylierte Oligosaccharide werden, wie einleitend hervorgehoben wurde, auf einigen
Tumorzellen libermédBig exprimiert und sind stark in den ProzeB der Metastasierung
involviert (siehe Kapitel 1.2.1-1.3). Entsprechend sind auch sialinsdure-bindenden Lektine,
wie E- und P-Selektin auf Tumoren iiberexprimiert.

Um Saccharidmimetika mit einer besonderen Affinitdt zu sialinsdurebindenden Lektinen
darzustellen und so eventuell tumorzellspezifische Saccharidmimetika zu generieren,
wurden verschiedene Sialoside synthetisiert. Leider konnte fiir die Glycosilierung der
Sialinsdure bislang keine universelle Methode entwickelt werden, da die Sialylierungen in

Abhingigkeit der verwendeten Donoren und Akzeptoren sehr

unterschiedlich ausfallen (siche Kapitel 1.5.2). Im Rahmen dieser Aco onc  ©
Arbeit wurden vier verschiedene Sialylierungen getestet (siche ACHNACo /e
Kapitel 3.2.4). Ausgehend vom Thiomethylderivat 73 konnten 71
fiinf verschiedene Sialoside auf Basis von 3,4- und 2,5- OAC
AcO one  SOaMe
substituierten Furanen dargestellt werden. Zwei verschiedene ACHN- 707" SMe
AcO

Aktivierungen (1. mit NIS, 2. mit DMTST) wurden angewandt,
beide erwiesen sich als brauchbar. Die Aktivierung mit NIS stellte sich jedoch als die
angenchmere Methode zur Sialylierung heraus, da sich freiwerdendes Jod und Succinimid

mit Natriumthiosulfatlosungen gut extrahieren lassen und die Reaktion deutlich



81 Diskussion und Ausblick

geruchsdrmer ist. Sialylierungen mit Sialinséurechlorid 71, das meist zur Umsetzung
primirer Alkohole verwendet wird’®, lieferten keine gewiinschten Produkte.
Die Sialylierungen der Furane verliefen insgesamt jedoch enttduschend. Die Umsetzungen
waren charakterisiert durch:

= eine schlechte a/B-Selektivitit

= eine geringe Ausbeute (10-20%)

* einen hohen Zerfall des Donors

» eine schwierige Aufreinigung und Analytik

= eine schlechte Reproduzierbarkeit.

Diese Beobachtungen entsprechen den allgemein beobachteten Schwierigkeiten der
Sialylierung (siche Abschnitt 1.5.2). Haufig wird bei der Sialylierung von einer erhéhten
Stereoselektivitit durch stabilisierende Wechselwirkungen benachbarter Hydroxylgruppen
berichtet’®. Mit solch einer erhdhten Stereoselektivitit konnte im Falle der Furane nicht
gerechnet werden, leider konnte aber auch keine erhdhte Ausbeute durch die einfache
Struktur der priméren Alkohole festgestellt werden.

Die Schwierigkeiten der Sialylierungen, sowie die Tatsache, dafl Sialinsdure ein sehr teures
Monosaccharid ist, legen nahe, dal die erhaltenen Sialoside von der Struktur her
interessant sein mogen, sie jedoch nicht dem Wunschziel giinstiger und leicht zugénglicher

Saccharidmimetika entsprechen.

Fiir das Tetrasaccharid sLewis® und seine Bindung an E- und P-Selektin wurde die
Bedeutung jeder einzelnen Wechselwirkung genau analysiert'®”, um méglichst spezifische
Inhibitoren synthetisieren zu kdnnen. Die Untersuchungen lieferten die Erkenntnis, daf3 die
ionische Wechselwirkung der Carboxylgruppe die stirkste Wechselwirkung darstellt und
daher die Sialinsdure durch einfache funktionelle Gruppen ersetzt

werden kann. Ich habe daher versucht, weitere interessante <

Mimetika durch die Einfilhrung einer Carbonsdure oder
BzO 0Bz

' (0]
Sulfatgruppe zu synthetisieren. % OVE‘/%
BzO OB
g8 L

Carboxymethylether lassen sich nach Literatur leicht aus o-
Halogencarbonsiuren und Alkoholen herstellen®. Die Umsetzung Ot
von a-Bromessigsdureethylester mit Silberoxid wird als selektive — Abbildung 82

Aktivierung zur Veretherung gegeniiber einer Umesterung oder einer moglichen Claisen-

Kondensation beschrieben (siche Kapitel 3.2.5). Bei der Umsetzung der Monosaccharide
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des 3,4-Furans mit o-Bromessigsdureethylester (Abbildung 82) konnte diese Selektivitit
nicht beobachtet werden, da die Ausbeuten gering waren und verschiedene Nebenprodukte
erhalten wurden.

Andere Reaktionsbedingungen zur Generierung von Carboxylsaccharidmimetika sind
denkbar. Q-Halogencarbonséduren mit ldngeren aliphatischen Ketten sollten weniger labil
sein und nicht so leicht im Sinne einer Claisen-Reaktion reagieren. An Stelle von
Substitutionen wiren auch milde Oxidationen zur Generierung der Carboxylfunktion
denkbar, so z.B. die Oxidation von glycosiliertem Furfural (GMF), wie von

Lichtenthaler'*® beschrieben.

Verschiedene Sulfate konnten durch Umsetzung mit Pyridin/ Ho oy
Q o
o Il »

Ausbeuten dargestellt werden. Neben einem Fucosid und oL o
GSF

Lactosid konnte ein sulfatiertes Galactosid (GSF) 91 in groferen

Sulfoxid ausgehend von Furanmonosacchariden in guten g

HO3SO

Mengen hergestellt werden. Je nach Aufreinigung konnten die Sulfate als Natriumsalze
oder als freie Sduren erhalten werden.

Unerwartete Schwierigkeiten ergaben sich bei der Synthese eines ,saccharidfreien™

Sulfates (Verbindung 98) als Referenz fiir biologische Experimente. Das 0
synthetisierte Sulfat erwies sich als duBerst labil und alkylierend. Bei der Ly
Isolierung aus DMF-haltigen oder neutral bis basisch wiirigen Losungen konnte HOWSO
nur schwarzes amorphes Polymer erhalten werden. Lediglich aus Chloroform o8

konnte nach Kieselgelchromatographie ein weiller Feststoff erhalten werden. Im

Gegensatz zu sulfatierten Sacchariden, wie Heparin, liegt hier ein Allylsulfat anstelle eines
Alkylsulfates vor. Damit ist das Sulfat verstindlicherweise wesentlich reaktiver und
instabiler. Diese Labilitdit wurde jedoch bei den saccharidhaltigen Konjugaten, die
ebenfalls Allylsulfate darstellen, nie beobachtet. Die Saccharide miissen sich daher
(insbesondere in ihrer benzoylierten Form) elektronenziehend auf den Furanring auswirken

und das alkylierende Potential der Verbindungen herabsetzen.

Um o-Fucoside und komplexere sLewis*~Mimetika auf Basis von Furanen synthetisieren
zu konnen, habe ich mich mit verschiedenen Schutzgruppenstrategien befaBit (siche
Abschnitt 3.2.7). Dabei stellte sich der Furanring als etwas hinderlich heraus, da in
Anwesenheit von Furanen keine hydrogenolytisch spaltbaren Schutzgruppen verwendet

werden konnen, sofern der Furanring nicht hydriert werden soll. Benzyl- und
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Acylschutzgruppen sind aber in der Saccharidsynthese mit die wichtigsten Schutzgruppen,
da sie gut orthogonal verwendet werden konnen. Dies erschwerte insbesondere die
Synthese von a-Fucosiden, da Benzylschutzgruppen als Nachbargruppen bei der
Glycosilierung einen Einflul auf die Stereoselektivitit haben (siehe Kapitel 3.2.9). Die
oxidativ spaltbare Methoxyphenylmethyl-Gruppe kann statt dessen verwendet werden,
allerdings ist sie etwas labil und die Synthese entsprechender Fucosyldonoren aufwendig

und in manchen Schritten etwas heikel.

Glycosidmimetika als diagnostische Werkzeuge
Assays zur Untersuchung von Saccharid-Lektin-Interaktionen konnen recht unterschiedlich

107,108

aufgebaut sein. Erste Microarrays auf Basis von Oligosacchariden wurden kiirzlich

prisentiert, gingige Assays sind ELISA-Tests'” und Shear-Flow-Tests''

. Die Auswertung
und Quantifizierung dieser Assays erfolgt meist indirekt durch Antikorperfairbung oder
durch Zellzahlbestimmungen. Fiir mache Fragestellungen ist es jedoch wichtig, die

Saccharide direkt nachweisen zu konnen. Zur Untersuchung von Zelloberflachen eignet
sich eine visualisierbare Markierung, z.B. mit Galo— 9
: e : . P  HOssO__ o)
Fluorescein oder Biotin in Verbindung mit Galojf/\j 7 NR . v}%
o HO;SO < J R
Streptavidin-FITC. 0

N
R= ﬁo Fluorescein
GSF konnte in seiner sauren Form via Diels-Alder- N o

oo

Reaktion in Wasser bzw. in DMF mit Fluorescein- O < :
maleinimid und  biotinyliertem  Maleinimid AcO O Ac jf\
HN™ "NH
. . O O H
umgesetzt werden (Abbildung 83). Dabei konnten &2’\}\1\1”\/0\/\0/\/” _
die Konjugate nach zwei Tagen mit 40% Ausbeute \ o " G ©
erhalten werden (siehe Abschnitt 3.2.8). Abbildung 83

Dies ist eine einfache Methode, Saccharidmimetika

nach Belieben zu derivatisieren. Allerdings ist dabei zu beachten, da3 eigentlich zwei bis
vier Diastereomere entstehen, da es bei der Diels-Alder-Reaktion zu Endo- und Exo-
Verkniipfung kommt. Desweiteren stellt die Diels-Alder-Reaktion eine reversible Reaktion
dar, es kann also je nach Verbindung zu einer Retro-Diels-Alder-Reaktion kommen. Bei
dem synthetisierten Fluorescein-GSF Addukt konnte jedoch nach einer Woche bei RT in

Acetonitril kein Zerfall beobachtet werden.

Faf3t man die erfolgten Synthesen zusammen, so konnten relativ einfach unterschiedlich

substituierte Saccharidmimetika dargestellt werden. Betrachtet man die Donoren der
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Saccharide als Bausteine, so konnten durch die Kombination verschiedener Bausteine
mehrere Tri- und Tetrasaccharidmimetika géngiger humaner Monosaccharide (siche Seite
6) auf Basis von 3,4- und 2,5-substituierten Furanen dargestellt werden (Abbildung 84).
Die Synthesen verliefen abgesehen von den Sialylierungen und der Synthese der
Carbonsduremimetika mit guten Ausbeuten. Die so synthetisierten Verbindungen lassen
sich einfach in groferem Malstab fiir biologische Untersuchungen herstellen. Im
Gegensatz zu anderen Saccharidmimetika, die auf Lactose''""''?, Glycalen'"” oder anderen
Sacchariden aufgebaut werden, konnten die verschiedenen Furanmimetika ohne groBere
Schutzgruppenstrategie synthetisiert werden.

Monoglycoside Sialinsaureglycoside

3-Fuc-4-OH 3- Sia 4-OH

3-Gal-4-OH 2- Sia-5-OH

3-Lac-4-OH 2,5-DiSia

2-Fuc-5-OH 3-Fuc-4-Sia Séaurederivate
2-Gal-5-OH \

3,4 FucSaure
/ 3,4 GalSaure
Disaccharide

R R
o}
3,4-DiFuc \\/ \J Sulfate
34-DiGal ~~——— Y

_ I 3-Fuc-4-Sulf
3,4-DiLac 3-Gal-4-Sulf
3-Lac-4-Sulf
Gemischte Glycoside:/ \
3-Gal-4-Fuc
3-Fuc-4-Lac 3, bzw. 6-O-Gal-sulf Derivate
2-Gal-5-Fuc - Synthese verschiedener Bausteine
2-Fuc-5-Lac

oa—Fucoside
- Synthese diverser Fucosedonoren

Abbildung 84: Schematische Darstellung der erfolgten Synthesen

Im Vergleich zu anderen zyklischen oder linearen Saccharidmimetika, wie sie in Abschnitt
1.4.3 dargestellt sind, lassen sich Furane leicht via Diels-Alder-Reaktion weiter
derivatisieren. So konnte an einer relevanten Verbindung gezeigt werden, daf} sich die

Mimetika gut fiir bestimmte Untersuchungen mit Fluorescein und Biotin markieren lassen.

Um die Frage zu beantworten, inwieweit sich diese Saccharidmimetika von der Struktur
her tatsdchlich mit natiirlichen Oligosacchariden vergleichen lassen, wurden einige
Molecular Modelling Berechnungen durchgefiihrt. Auf Molecular-Dynamics-Simulation-

Studien basierend, konnten Strukturvergleiche zwischen sLewis™ und zwei Furanmimetika
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gezogen werden. Dabei konnte belegt werden, daB ein Tetrasaccharid des 3,4-
Bishydroxymethylfurans mit der Struktur des natiirlichen Saccharids sLewis®
tibereinstimmt (siche Abschnitt 3.2.10). Die berechneten Mimetika wiesen dieselben
Langen vom Core zur Sialinsdure bzw. zur Fucose auf und einen vergleichbaren Winkel.
Es konnte daher gezeigt werden, dafl die Mimetika im Groflen und Ganzen dieselben
Konformationen einnehmen wie das Tetrasaccharid sLewis®. Damit konnte gezeigt
werden, daf} insbesondere das 3,4-substituierte Furan einem Monosaccharide mit einer 4,6-
Verzweigung gut entspricht.

Von Kim*” konnte gezeigt werden, daB Saccharide des 2,5-substituierten Furans einen
etwas grofleren Abstand und einen anderen Winkel zueinander haben als Oligosaccharide
mit einer klassischen 4,6-Verzweigung. Die unterschiedliche Substitution des Furans ist
gleichwohl interessant, um Saccharide mit mehr oder weniger grofem Abstand generieren
zu konnen und so verschiedene Strukturen von Oligosacchariden darzustellen. Als ein
groBBer struktureller Vorteil dieser Verbindungen erweisen sich sicherlich die CH,-Guppen
der Hydroxymethylfurane. Sie verschaffen den Saccharidmimetika eine grof3e
Bewegungsfreiheit (sieche Seite 73), was sie dazu befédhigt, viele verschiedene

Konformationen einnehmen und sich so gut der Bindung an Lektinen anpassen zu kénnen.

Biologische Relevanz

GSF 91 und Digalactosid 43 wurden in verschiedenen Adhésionsassays mit humanen und
Maus-Melanomezellinien (WM-115 und B16) verwendet. Dabei konnte nachgewiesen
werden, dal GSF eine deutliche Inhibition der Zellbindung an ECM-Proteine, wie
Fibronectin und Fibrinogen, bewirkt und die Zellmigration unterbindet. Ferner konnte eine
inhibierende Wirkung von GSF auf die Metalloprotease MMP-2, die fiir die Ablésung von
Zellen aus dem Gewebsverband mitverantwortlich ist, belegt werden (unpublizierte
Ergebnisse, Gronewold, DKFZ).

Diese Ergebnisse weisen in eine interessante Richtung, da hier auch Wechselwirkungen
inhibiert werden konnten, die eigentlich nicht auf Lektinen beruhen, sondern Integrinen
zugeschrieben werden. Das mit Fluorescein gekoppelte GSF wird vielleicht zu Klidrung der
Prozesse beitragen. Es unterstreicht jedoch die oftmals verkannte Bedeutung von
Sacchariden. Verschiedene Untersuchungen betonen eine besondere Bedeutung sulfatierter
Saccharide''*'". So wei man u.a. von niedermolekularem Heparin, daf es in vielféltiger

Weise Prozesse der Metastasierung hemmt''®'"?.



Diskussion und Ausblick 86

Ausblick

Die Glycobiologie hat in den letzten Jahren einen groflen Aufschwung erlebt und dabei
viele interessante Fragestellungen hervorgebracht. Ohne genauer darauf einzugehen,
verdeutlichen Darstellungen, wie Abbildung 86, die Komplexitit und Vielfalt der
Glycobiologie im Zusammenhang mit Tumoren. Saccharide beeinfluBen nicht nur die

Metastasierung, sondern spielen auch in bei der Angiogenese und Apoptose eine wichtige

Rolle.
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Abbildung 85: Kaskaden tumorassoziierter Glycokonjugate®: Die Bosartigkeit eines
Tumors geht einher mit Apoptose (1), Angiogenese (4 und 6b), hohe Matriptase Aktivitdt
(6a), Cadherin-vermittelte Selbstadhdsion (7a), Adhdsion an die ECM (iiber Integrine),
Adhdsion an Epithelzellen (iiber E- oder P-Selectin) (8), Adhdision an Leukozyten (iiber
Siglecs) (9). Jeder dieser Phéinotypen wird durch unterschiedliche Glycosilierung
reguliert. Griin dargestellte Zusammenhdnge deuten auf eine Inhibierung der
Tumorinvasion, pink auf eine Verstdrkung. Gelb dargestellte Liganden haben einen
bislang ungeklirten Effekt.

Intelligente Saccharidmimetika erdffnen daher viele neue Ansitze fiir eine erfolgreiche und
gezielte Bekdmpfung bisher nur unzureichend therapierbarer Krankheiten. Dariiber hinaus
konnen sie durch Modulation oder Inhibition spezifischer biologischer Vorginge dazu
beitragen, die oftmals unverstandenen molekularen Grundlagen vieler Oligosaccharid-
vermittelter Prozesse, aufzukldren. Saccharidmimetika zur Therapie von Rheuma, Asthma,

viralen und bakteriellen Infektionen sowie von Parkinson werden derzeit entwickelt”'°.

Speziell fiir die Tumortherapie sind verschiedene Anséitze auf Basis von Saccharid-
Interaktionen denkbar. Neben adhédsionshemmenden Substanzen werden Transferase-

inhibitoren als Wirkstoffe entwickelt, um die Expression tumorassoziierter Saccharide
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kontrollieren zu konnen . Die Stimulierung des Immunsystems ', z.B. um den
korpereigenen Abbau von Tumorzellen durch NK-Zellen'® zu erzielen, stellt ebenfalls
eine groBe Herausforderung dar. So versucht Bertozzi et al.'”*'*" mittels modifizierten
Monosacchariden Oligosaccharid-Epitope nachzuempfinden und somit eine Immunantwort
hervorzurufen. Auch die Suche nach Antikdrpern zur Vakzinierung und die damit
verbundene Synthese von Sacchariden zur Generierung geeigneter AntikOrper hat einen

groBien Stellenwert' .

Abschlielend ist sicherlich zu hoffen, dall das bessere Verstdndnis von Lektin-Saccharid-
Interaktionen dazu fiihrt, dal3 selektivere Tumormarker gefunden werden und sich neue

Tumortherapien zum Wohle der Patienten entwickeln lassen.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeines

Alle Losungsmittel wurden nach den iiblichen Methoden gereinigt bzw. getrocknet oder als
getrocknete Losungmittel unter Septum und {iber Molsieb von den Firmen Merk, Fluka
und Roth bezogen. HPLC—Chromatographie wurde mit ,,HPLC grade® Losungsmitteln
durchgefiihrt.

Zur analytischen Dunnschichtchromatographie wurden Aluminiumfolien Kieselgel 60
Fass der Firma Merck oder ,Polygram Sil G/UV,s4 -Platten der Firma Macherey&Nagel
verwendet. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzloschung im UV, durch Entwicklung
in einer lodkammer oder durch Eintauchen in eines der folgenden Férbereagenzien und
teilweise anschlieender Warmebehandlung bei 150-160°C:

Cer-Molybdan-Spriihreagenz  ,MOSTAIN“: Ammoniummolybdat (20 g) und
Cer(IV)sulfat (0.4 g) in 10%iger Schwefelsdure (400 ml)
Vanillin-Schwefelséure-Spriithreagenz: 1% Vanillin in 15% iger Schwefelsdure
Kaliumpermanganat-Spriithreagenz: 2% Kaliumpermanganat und 1% Natriumhydrogen-

carbonat in Wasser

Die préparative Chromatographie wurde entweder bei Luftdruck mit Kieselgel 60 (63-
200pm, 230-400mesh) der Firma Macherey&Nagel durchgefiihrt oder als
Flashchromatographie bei einem Uberdruck von 0.2-0.3 bar mit Kieselgel 60 (40-63pum,
230-400 mesh) der Firma Macherey&Nagel durchgefiihrt.

Die HLPC-Chromatoraphie wurde auf einer Anlage von Gilson-Abimed durchgefiihrt. Als
analytische und prédparative Sdulen wurden die PuroSphere Sdulen der Firma Merck
verwendet. Als Detektor wurde ein Lichtstreudetektor der Firma Sedex (Modell 55)

eingesetzt.
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Kernresonanzspektren wurden an einem der folgenden Geréte aufgenommen:
Bruker AC 250 (250 MHz)
Bruker DRX 500 (500 MHz)

Als Standard dienten die Resonanzsignale der nicht vollstindig deuterierten
Losungsmittelmolekiile.

Die chemischen Verschiebungen sind in ppm (5-Skala) angegeben. Dabei bedeuten: s =
Singulett, d = Dublett, t= Triplett, g= Quartett, m = Multiplett, bs = breites Singulett, bd =
breites Dublett, dd = Dublett von einem Dublett, usw.

ESI-Massenspektren wurden an einem Gerdt der Firma Finnigan (MAT TSQ 7000)

gemessen.

5.2 Beschreibung der Versuche

5.2.1 Synthesevorschriften der Carotinoidsaccharidkonjugate

Crocindial (Apo-!2,12 -carotindial) (1)

wurde von der Firma BASF zur Verfiigung gestellt.

Crocetindial (Apo-8,8 '-carotindial) (2)

wurde von der Firma BASF zur Verfiigung gestellt.

3-(2,2-Dimethvipropyl)acetal-but-2-enyl-triphenvl-phosponiumbromid (3)

wurde von der Firma BASF als 1M Ldsung in Methanol zur Verfiigung gestellt.

3-Ethoxycarbonyl-but-2-enphosphonsdurediethylester (4)

wurde von der Firma BASF als 1M Losung in Methanol zur Verfiigung gestellt.

Apo-4,4 ' Carotindial (5)

Verbindung 5 wird nach einer Vorschrift von Broszeit™ synthetisiert, die Absorptions-

. . . . . 100 . .
maxima stimmen mit denen in der Literatur — uiberein.

3,3",4,4 - Tetradehydro-16,16 -lycopindial (6)

Verbindung 6 wird nach einer Vorschrift von Broszeit™ synthetisiert.
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Crocetin-diethylester (Apo-8,8 carotindisdurediethylester) (1)

Verbindung 7 wird nach Vorschrift*® synthetisiert, die Absorptionsmaxima stimmen mit

. . 100 - .
denen in der Literatur  Uberein.

Apo-4,4 carotindisdurediethylester (8)

Verbindung 8 wird nach Vorschrift*® synthetisiert. Die Absorptionsmaxima stimmen mit

denen in der Literatur'® {iberein.

3,344 -Tetradehydro-16, 16 -lycopindisdurediethylester (9)

Verbindung 9 wird analog zu Verbindung 8 aus dem C;o-Dialdehyd synthetisiert.

Crocindiol (10)

Verbindung 10 wird nach Vorschrift'*® synthetisiert.

Crocetindiol (Apo-8,8 carotindiol ) (11)

Crocetindial (200mg, 0.67mmol) wird in THF abs. gelost und auf -78°C gekiihlt. Dazu
wird langsam eine 1M-Losung DiBAIH in THF (5ml, Smmol) zugespritzt. Die Reaktion
wird 2h bei -78°C gehalten und dann auf RT erwédrmt und 10h bei RT geriihrt. Es wird mit
etwas Wasser gequenscht, dabei wird die Losung gelartig. THF wird evaporiert, der
Riickstand mit Dichlormethan aufgenommen und gegen 1M-HCIl und Wasser extrahiert.
Die org. Phase wird evaporiert und der Riickstand mittels Chromatographie (THF:Hexan=
1:1) aufgereinigt. Dabei wird Verbindung 11 (195 mg, 0.65 mmol) als gelber Feststoff mit
97% Ausbeute erhalten.

¢ Masse (ESI): m/z %=301.3 [M+H]"; M=300

¢ 'H-NMR (250 MHz, CD;0D): 8=1.79 (s, 6H, CH3), 1.91 (s, 6H, CHs), 3.98 (s, 4H,

CH,0H), 6.10-6.64 (m, 10H, CH)

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetylglucopyranosyl)trichloracetimidat (13)

wird nach Vorschrift von R. R. Schmidt'* synthetisiert.

Crocetin (Apo-8,8 carotindisdure) (15)

Verbindung 7 (50mg, 1.3 10™*mol) wird in einem 2:1 Gemisch aus THF und Wasser gelost,
K-fButylat (61mg, 5.0 10*mmol) zugegeben und 24h auf 50°C erwirmt. Das Reaktions-

gemisch wird einrotiert, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und mit 1%iger HCI -
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Losung bis pH4 angesduert. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit THF gelost und
einrotiert. Man erhilt Produkt 15 (37 mg, 1.1 10”mol) mit 87% Ausbeute.

¢ Masse (ESI): m/z %= 327.2 [M-H], M=328

¢ 'H-NMR (250MHz, DMSO): 8=1.91, 1.96 (s, 12H, CH3), 6.46-6.85 (m, 10H, CH)

¢ Absorptionsmaxima(C): 260, 328, 434, 461

Apo-4,4 carotindisdure (16)

Verbindung 8 (20mg, 4.3 10°mol) wird in einem 2:1 Gemisch aus THF und Wasser geldst
und K-/Butylat (20mg, 1.6 10*mol) zugegeben und fiir 24h auf 80°C erwirmt. Das
Reaktionsgemisch wird einrotiert, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und mit
1%iger HCIl -Losung bis pH4 angesduert. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit THF
wieder gelost und eingeengt. Chromatographie: THF/Hexan = 1:1.

3,344 -Tetradehydro-16,16 -lycopindiscure (17)

Verbindung 9 (10mg, 1.5 10°mol) wird in einem 2:1 Gemisch aus THF und Wasser geldst
und Kt-Butylat (20 mg, 1.6 10"mo') zugegeben und fiir 48h auf 80°C erwirmt. Das
Reaktionsgemisch wird einrotiert, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und mit
1%iger HCI1 -Losung bis pH4 angeséduert. Der Niederschlag wird abfiltriert, in THF geldst

und eingeengt.

3-Azidopropanol (18)

wird nach Vorschrift von B. Miiller'*° synthetisiert.

1-O-(3-Azidopropyl)-2,3,4, 6-tetra-O-acetyl- -D-glucopyranosid (19)

wird nach Vorschrift von B. Miiller'*° synthetisiert.

1-O-(3-Azidopropyl)- FD-glucopyranosid (20)

Verbindung 19 (100mg, 3.0 10*mmol) wird in 20ml Methanol gelést und mit NaOMe-
Losung (5M, 0.1ml, 5.0 10mol) versetzt. Nach 4h wird mit Dowex H' neutralisiert und
das Losungsmittel evaporiert. Das Produkt wird in abs. Methanol aufgenommen, Pd/C
zugegeben und mit Wasserstoff begast. Nach 2h bei RT ist die Reaktion abgeschlossen
(DC-Kontrolle). Es wird iiber einen HPLC-Filter abfiltriert und das Losungmittel
evaporiert. Das Produkt 20 (70 mg, 2.9 10™*mol) wird mit 98% Ausbeute erhalten. Ry:
(MeOH: EE=1:1) 0.1 [AZID Rf=0.35]
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2-Azidoethanol (23)

wird nach Vorschrift von B. Miiller'*° synthetisiert.

1-O-(2-Azidoethyl)-2, 3,4, 6-tetra-O-benzoyl- FD-galactopyranosid (24)

wird nach Vorschrift von N. K. Kochetkov'®' synthetisiert.

1-O-(2-Aminoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl- F-D-galactopyranosid (25)

wird nach Vorschrift von N. K. Kochetkov'' synthetisiert.

1-O-(2-Bromoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acety!l- FD-galactopyranosid (27)

wird nach Vorschrift von J. Reinhardt'** synthetisiert.

Diethyl (2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3D-galactopyranosyl)- ethylphosphonat (28)

Verbindung 27 (244mg, 0.54 mmol) wird in 6ml P(OEt); unter Argon zum Sieden erhitzt.

Nach 5h wird das Reaktionsgemisch abgekiihlt und tiberschiissiges P(OEt); abdestilliert.

Der Riickstand wird mit CHCl; aufgenommen und sdulenchromatographisch mit reinem

CHCI; aufgereinigt. Dabei wird das Produkt 28 (230mg, 4.5 10 mol) mit 83%Ausbeute als

farbloses Ol erhalten.

¢ R;=0.25 (PE/EE=1:2)

¢ Masse (ESI): m/z= 535.3 [M+Na]"; M=512

¢ 'H-NMR (400MHz, CDCl3): 8=1.24 (t, 6H, Me), 1.97-2.12 ( m, 16H, OAc, OCH,),
3.73 (m, 1H, HS5), 3.97 (dd, 1H, J(H6",H6)= 11.18Hz, J(H6",H5)=6.30Hz, H6"), 3.99-
4.09 (m, 4H, CH20P), 4.70 (dd, 1H, (H6,H6 )= 11.39Hz, J(H6,H5)= 6.51Hz, H6), 4.17
(d, 1H, J(H1,H2)=7.93, H1) 4.86 (dd, 1H, J(H3,H2)= 10.37Hz, J(H3,H4)=3.66Hz, H3),
496 (dd, 1H, JH2,H3)=10.37Hz, J(H2,H1)=7.93Hz, H2), 5.05 (dd, 1H,
J(H4,H3)=3.66Hz, H4)

¢ C-NMR (250MHz, CDCls): 8= 16.20,16.28 (2 x Me), 20.4-20.6 (4 x Ac), 25.9, 27.8
(CH,O/P), 61.1, 61.5 (CH,OP), 69.82, 71.15, 71.4, 76.49, (C2-, C3-, C4-, C5-Gal),
100.7 (C1-Gal), 169.7-170.4 (4 x CAc)

¢ °'P-NMR (400MHz, CDCl;): 8= 27.42 (PO(OEt), )
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5.2.2 Synthesevorschriften der Furansaccharide

2 5-Bishydroxymethylfuran (31)

wird nach Vorschrift von E. Kim *synthetisiert.

3,4-Bishydroxymethylfuran (33)

wird nach Vorschrift von E. Kim®’ synthetisiert.

2,3,4-Tri-O-benzoyl- a-L-fucopyranosyltrichloracetimidat (34)

wird nach Vorschrift von R.R.Schmidt'*’ synthetisiert.

3-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- F-L-fucopyranosyl-oxymethyl)-4-hydoxymethylfuran (35)

3,4 Bis-(2,3,4-tri-O-benzovl- - L-fucopyranosyloxymethyl)furan (36)

Furanderivat 33 (200mg, 1.5mmol) und Imidat 34 (1.0g, 1.75mmol) werden in CH,Cl,

(20ml) geldst, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (20ul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C und

weitere 2h bei RT geriihrt. (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch die Zugabe einiger

Tropfen Triethylamin abgebrochen und die Losung mehrmals gegen gesittigte NaHCO;-

Losung und Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iiber NaSQO4 getrocknet, filtriert

und das Losungsmittel evaporiert. Nach Sédulenchromatographie (PE:EE=4:1—1:1) erhilt

man Monosaccharid 35 (1.05g, 1.4mmol) mit 74% Ausbeute als weilen Schaum, und

Disaccharid 36 (90mg, 8.6 10” mol) mit 6% Ausbeute als weiBe Nadeln.

Monosaccharid 35:

¢ R¢=0.3 (PE/EE=2:1)

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 607) 49’

¢ Masse (ESI): m/z= 609.3 [M+Na]"; 1195.5 [2M+Na!"; M=586

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.36 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.42Hz, CH3), 4.09 (dq, 1H,
J(H5,CH3)= 6.42Hz, J(H5,H4)=1.20Hz, HS5), 4.39 (s, 2H, CH,OH), 4.66 (d, 1H,
J(CH,H")=12.44Hz, CH ,Furan), 4.87 (d, 1H, J(H1,H2)=8.03Hz, H1), 4.89 (d, 1H,
J(CH,H")=12.44Hz, CH ;Furan), 5.54 (dd, 1H, (H3,H2)=10.23Hz, J(H3,H4)= 3.41Hz,
H3), 5.71 (dd, 1H, J(H4,H5)=3.41Hz, J(H4,H5)=1.00Hz, H4), 5.77 (dd, 1H,
J(H2,H3)=10.44Hz, J(H2,H1)=8.03Hz,H2), 7.41-8.1 (m, 17H, OBz, H2-Furan, H5-
Furan)

¢ C-NMR (63MHz, CDCl;): 8=16.14 (CH3), 55.06 (CH,OH), 61.54 (CH,OFuc), 69.7,
69.97,70.97, 72.11 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.7 (C1-Fuc), 120.26 (C3-Furan), 124.77
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(C4-Furan), 128.1-133.6 (15x CBz), 142.0, 142.4 (C2-, C5-Furan), 164.7-166.1 (3x
CBz)

Disaccharid (36)

¢

¢

*

R¢= 0.5 (PE/EE=2:1)

Masse (ESI): m/z = 1067.4 [M+Na]"; M=1044

'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=1.27 (d, 6H, J(CH3,H5)=6.51Hz, CH3), 3.69 (dq, 2H,
J(H5,CH3)=6.30Hz, J(H5,H4)=0.71Hz, H5), 4.24 (dd, 2H, J(H1,H2)=7.73Hz, H1), 4.27
(d, 2H, J(CH,H")=12.20Hz, CH',Furan), 4.67 (d, 1H, J(CH,H")=12.20Hz, CH,Furan),
5.39 (dd, 2H, J(H3,H2)=10.57Hz, J(H3,H4)=3.66Hz, H3), 5.60 (dd, 2H, J(H4,H3)
=3.66Hz, J(H4,H5)=0.81Hz, H4), 5.65 (dd, 2H, J(H2,H3)=10.57Hz, J(H2,H1)=
7.73Hz, H2), 7.2-8.1 (m, 32H, Bz, H2-, H4-Furan)

BC-NMR (63MHz, CDCl3): 8=16.14 (CH3), 61.49 (2xCH,Furan), 69.47, 69.78, 70.98,
71.84, (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.5 (C1-Fuc), 120.5 (C3-, C4-Furan), 128.1-133.6
(30x CBz), 142.0, (C2-, C5-Furan), 164.7-166.1 (6x CBz)

3-BFL-Fucopyranosyloxymethyl-4-hydroxymethylfuran (37)

Verbindung 35 (19mg, 3.2 10°mol) wird in Methanol (5ml) gelost, NaOMe (40ul, 1M-
Lsg.) zugegeben und 5h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H'

Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und das LoOsungsmittel evaporiert. Nach

Aufreinigung mittels praparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN und Wasser
(AcCN/H,0 0:100—100:0 in 40°) erhilt man Verbindung 37 (9mg, 3.1 10 mmol) mit
99% Ausbeute als weilen Feststoft.

¢

*

Masse (ESI): m/z (%)=283.7 [M+Na]" (100), M=260

'H-NMR: (250MHz, CDCl3): 8=1.27 (d, 3H, J(CHs, H5) =7.0Hz, CH3-Fuc), 3.48 (dd,
1H, J(H2,H3)=9.7Hz, J(H2,H1)=7.8Hz, H2-Fuc), 3.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=9.7Hz,
J(H3,H4)=3.7Hz, H3-Fuc), 3.75 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.7Hz, J(H4,H5)=1.1Hz, H4-Fuc),
3.79 (m, 1H, J(HS5,CH3)=7.0Hz, J(H5, H4)=1.1Hz, H5-Fuc), 4.44 (d, 1H, J(H1,
H2)=7.8Hz, H1-Fuc), 4.59 (s, 2H, CH,-Furan), 4.66 (d, 1H, J(CH,H")=12.2Hz, CH'-
Furan), 4.85 (d, 1H, J(CH,H")= 12.2Hz, CH"",-Furan), 7.57 (d, 1H, J(H5,H2)=1.4Hz,
5H-Furan), 7.60 (d, 1H, J(H2,H5)=1.6Hz, 2H-Furan)

BC-NMR (63 MHz, CDCls): $=19.95 (CH3), 55.7 (CH,0H), 65.9 (CH,0OFuc), 75.02,
75.46, 7591, 77.54, (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 104.3 (C1-Fuc), 122.1, 123.2 (C3-, C4-
Furan), 145.7, 146.3 (C2-, C5-Furan)
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3,4 Bis--L-fucopyranosyl-oxymethylfuran (38)

Verbindung 36 (180mg, 1.73 10*mol) wird in Methanol (5ml) geldst, NaOMe (40ul, 1M-

Lsg.) zugegeben und Sh bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H'

Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach préparativer

HPLC auf einer Lichrospher RP18-Séule mit AcCN / Wasser (AcCN/H,0 0:100—100:0 in

40") erhilt man Verbindung 38 (70mg, 1.68 10 mol) mit 97% Ausbeute als weiien

Feststoff.

¢ Masse (ESI): m/z (%)= 443.0 [M+Na]" (100); 863.4 [2M+ Na]" (60)

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): =128 (d, 6H, CHs) 3.4 (dd, 2H, J(HI,H2)= 7.8 Hz,
J(H2,H3)=9.92 Hz, H2), 3.63 (dd, 2H, J(H2,H3)=9.92 Hz, J3,4= 3.5 Hz, H3), 3.75 (dd,
1H, J(H3,H4)= 3.5 Hz, H4), 3.7 (ddd, 1H, J(H5,H6)= 6.52 Hz, HS), 4.45 (d, 2H,
J(H1,H2)= 7.8 Hz, H1), 4.67 (d, 2H, CH,Furan), 4.87 (d, 2H, CH,Furan), 7.62 (s, 2H,
H2-, H5-Furan)

¢ C-NMR (63MHz, CDCl;): 8=19.95 (CH3), 65.9 (2x CH,Furan), 75.02, 75.46, 75.91,
77.54, (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 104.3 (C1-Fuc) 123.2 (C3-, C4-Furan) 146.3 (C2-, C5-

Furan)

2,3,4-6-Tetra-O-benzoyl-a-D-galactopyranosyl-trichloracetimidat (39)

wird nach einer Vorschrift von R. R. Schmidt synthetisiert.

3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl- FD-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-hyvdroxymethyl-furan (40),

3,4-Bis-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl- -D-galactopyranosyl-oxymethyl)-furan (41)

Furan 33 (170mg, 1.3mmol) und Imidat 39 (1.0g, 1.3mmol) werden in CH,Cl, gelost, auf
0°C gekiihlt und mit TMSOTT (30ul) versetzt. Es wird zundchst bei 0°C und dann 1h bei
RT geriihrt (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch die Zugabe einiger Tropfen
Triethylamin abgebrochen und das Losungsmittel evaporiert. Per Sdulenchromatographie
(PE:EE=7:3—>1:1) wird aufgereinigt, wobei das Monoglycosid 40 (419mg, 5.9 10*mol)
mit 46% Ausbeute als weiBen Schaum neben Diglycosid 41 (100mg, 9.8 10 mol, 7%)
erhalten wird.

Monoglycosid 40

¢ R¢=0.27 (HE: EE=7:3)

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 60") 53°

¢ Masse (ESI): m/z (%) =729.4 [M+Na]" (100), M=706
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¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=4.36 (m, 3H, CH,-Furan, H5), 4.46 (dd, 1H,
JH6" ,H6)= 11.18Hz, J(H6',H5)=6.30Hz, H6"), 4.67 (d, J(H,H)=12.20Hz, CH’-
Furan), 4.70 (dd, 1H, J(H6,H6")=11.39Hz, J(H6,H5)=6.51Hz, H6), 4.88 (d, 1H,
J(CH,H")=12.20Hz, CH’,-Furan), 4.94 (d, 1H, J(H1,H2)=7.93, H1) 5.61 (dd, 1H,
J(H3,H2)=10.37Hz, J(H3,H4)=3.66Hz, H3), 5.84 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.37Hz,
J(H2,H1)=7.93Hz, H2), 6.00 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.66Hz, H4), 7.4-8.12 (m, 22H, Bz,
H2-, H5-Furan)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCI3): 8=55.62 (CH,OH), 62.21 (CH,OGal), 69.72, 71.15, 71.2,
76.38, (C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 99.7 (C-1), 120.26 (C3-Furan) 124.2 (C4-Furan);
128.1-133.6 (20x CBz), 142.4 (C2-, C5-Furan), 164.7-166.1 (4x CBz)

3,4-Bis-(2,3,4, 6-tetra-O-benzoyl-f-D-galactopyranosyl-oxymethyl)-furan (41)

¢ R;=0.49 (HE:EE=7:3)

¢ Masse (ESI): m/z (%)= 1307.4 [M+Na] (100), M=1284

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): =3.80 (ddd, 2H, J(H5,H4)=0.20Hz, J(H5,H6")= 6.51Hz,
J(H5,H6)=6.51Hz, HS), 4.11 (d, 2H, J(H1,H2)=7.93Hz, H1), 4.21 (d, 4H, J(CH,H )=
11.39Hz, CH,Furan), 4.33 (dd, 2H, J(H6",H5)=6.51Hz, J(H6",H6)=11.39Hz, H6"),
4.57 (dd, 2H, J(H6,H6")=11.39Hz, J(H6,H5)=6.51Hz, H6), 4.63 (dd, 4H, J(H,H )=
11.39Hz, CH ;Furan), 5.41 (dd, 2H, J(H3,H2)=10.37Hz, J(H3,H4)= 3.45Hz, H3), 5.66
(dd, 2H, J(H2,H3)=10.37Hz, J(H2,H1)=7.93Hz, H2), 5.84 (dd, 2H, J(H4,H5)=2.44Hz,
J(H3,H4)=3.45Hz, H4), 7.2-8.12 (m, 42H, Bz, H2-, H5-Furan);

¢ BC-NMR (63MHz, CDCls): 6=61.62, 62.0 (CH,Furan), 69.82, 71.15, 71.4, 76.49, (C2-
C3-, C4-, C5-Gal), 99.7 (C1-Gal), 120.3 (C3/4-Furan), 128.1-133.6 (20xCBz), 142.4
(C2/5-Furan), 164.7-166.1 (4x CBz)

3-BAD-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-hydroxymethyl-furan (42)

Verbindung 40 (200mg, 2.8 10™*mol) wird in Methanol (20ml) suspendiert, NaOMe (501,
1M-Lsg.) zugegeben und 5h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H"
Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach préparativer
HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN und Wasser (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 40") wird
Verbindung 42 (79mg, 2.7 10™*mmol) in 98%iger Ausbeute als weiBen Feststoff sauber
erhalten.

¢ R¢=0.60 (AcCN:H,0=9:1) Sowohl auf Macherey&Nagel als auch auf Merck Si80

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 2:98) 12’
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*

*

Masse (ESI): m/z=313.7 [M+Na]", M=290

'H-NMR: (250MHz, D,0): $=3.52 (dd, 1H, J(H2,H3)=9.76Hz, J(H2,H1)=7.73Hz, H2),
3.63 (dd, 1H, J(H3,H2)=9.76Hz, J(H3,H4)=3.45Hz, H3), 3.70 (ddd, 1H,
J(H5,H6)=7.93Hz, J(H5,H4)=0.4Hz, J(H5,H6')= 4.47Hz, H5), 3.80 (dd, 1H,
J(H6',H6)=10.17Hz, J(H6',H5)= 4.47Hz,H6"), 3.82 (dd, 1H, J(H6,H6")=10.17Hz,
J(H6,H5)= 7.93Hz, H6), 3.93 (dd, 1H, J(H4,H5)=0.40Hz, J(H4,H3)=3.45Hz, H4), 4.46
(d, 1H, JH1,H2)=7.73Hz, HI), 4.59 (s, 2H, CHjFuran), 4.69 (d, 1H,
J(CH,H")=12.20Hz, CH;Furan), 4.89 (d, 1H, J(CH,H")= 12.20Hz, CH ,;Furan), 7.61 (s,
2H, H2-, H5-Furan)

BC-NMR (63MHz, D,0): 8=58.2 (CH,OH), 65.5 (CH,0Gal) 65.8 (C6-Gal), 73.2,
75.2,77.3, 79.7 (C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 105.9 (C1-Gal) 124.8 (C3-Furan), 128.3 C3-
Furan), 146.8, 147.8 (C2-, C5-Furan)

3,4-Bis- FD-galactopyranosyl-oxymethyl-furan (43)

Verbindung 41 (500mg, 3.8 10*mol) wird in Methanol (20ml) suspendiert, NaOMe (50pl,
1M-Lsg.) zugegeben und Sh bei RT gerithrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H"

Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach préaparativer
HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN und Wasser (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 40") wird
das Produkt 43 (167mg, 3.7 10*mol) mit 99% Ausbeute erhalten.

*

¢

Masse (ESI): m/z (%)=475.0 [M+ Na]" (100), M=452

'H-NMR (250MHz, D,0): $=3.52 (dd, J(H6' ,H6)= 7.62 Hz, H6'), 3.63 (dd, 1H,
J(H6',H6)=9.86Hz, J(H6, H5)=3.35Hz, H6), 3.69 (ddd, 1H, J(H5H6)=7.77 Hz,
J(H5,H6')=3.35Hz, J(H4,H5)=0.98 Hz, H5), 3.76 (dd, 1H, J(H2,H3)=11.54 Hz, H3),
3.93 (dd, 1H, J(H4,H5)=0.40Hz, J(H4,H3)=3.45Hz, H4), 4.47 (d, 1H, J(HI,H2)=
7.82Hz, Hl1), 4.71 (d, 2H, J(CH,H)=12.20Hz, CH ,Furan), 491 (d, 2H, d, 1H,
J(CH,H")=12.20Hz, CH,Furan), 7.64 (s, 2H, H2-, H5-Furan)

BC-NMR (63 MHz, CDCls): 8=65.5 (CH,0Gal), 65.8 (C6-Gal), 73.2, 75.2, 77.3, 79.7
(C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 105.9 (C1-Gal) 124.8 (C3-, C4-Furan), 148.1 (C2-, C5-Furan)

2,3,4,6-Tetra-O-benzovl- F-D-galactopyranosyl-(1 =>4)-2,3, 6-tri-O-benzoy!-D-

glucopyranosyl trichloracetimidat (44)

wird nach einer Vorschrift von R. R. Schmidt

129 synthetisiert.
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyi-(1 =4)-2,3,6-tri-O-benzoy!--D-

glucopyranosyl-oxymethyl)-4-hydroxymethyl-furan (45)

Furan 33 (100mg, 8.2 10 mmol) und Imidat 44 (1.0g, 8.2 10 mmol) werden in CH,Cl,

gelost, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (30ul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C und dann

weitere 2h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch die Zugabe einiger

Tropfen Triethylamin abgebrochen und das Losungsmittel evaporiert. Nach

Saulenchromatographie (PE:EE=4:1—1:1) wird das Produkt 45 (500mg, 4.2 10 mmol)

mit 52% Ausbeute als weiler Schaum sauber erhalten.

¢ R¢=0.45 (HE:EE=1:1)

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 60") 60

¢ Masse (ESI): m/z (%)= 1180.4 [M+H]" (60), 1203.4 [M+Na]" (100), M=1180

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=3.71 (ddd, 1H, J(H5Glu, H6'Glu)=1.14Hz, J(H5Glu,
H4Glu)=9.40Hz, J(H6Glu,H5)=6.88Hz, H5Glu), 3.85 (dd, 1H, J(H6'Glu,H5Glu)=
10.55Hz, J(H6'Glu,H6GIlu)=12.84Hz, H6'Glu), 3.89 (dd, 1H, J(H6GIlu,H6 Glu)=
12.84Hz, J(H6GIlu,H5)=6.88Hz, H6Glu), 4.25 (dd, 1H, J(H4Glu,H5Glu)=9.40Hz,
J(H4Glu,H3Glu)=9.40Hz, H4Glu), 4.39 (s, 2H, CH,OH), 4.49 (dd, 1H, J(H6Gal,
H5Gal)=6.88Hz, J(H6Gal,H6'Gal)=5.50Hz, H6Gal), 4.50 (ddd, 1H, J(H5Gal,
H6Gal)=6.88Hz, J(H5Gal,H4Gal)=3.44Hz, H5Gal), 4.57 (d, 1H, J(CH,H")=14.22Hz,
CH’;Furan), 4.66 (dd, 1H, J(H6'Gal,H5Gal)=4.58Hz, J(H6 Gal,H6Gal)=5.50Hz,
H6'Gal), 4.75 (d, 1H, J(CH,H")=12.39Hz, CH,Furan), 4.79 (d, 1H, J(H1Gal, H2Gal)=
8.26Hz, H1Gal), 4.88 (d, 1H, J(H1Glu,H2Glu)=7.80Hz, H1Glu), 5.38 (dd, 1H,
J(H3Gal,H2Gal)=10.32Hz, J(H3Gal, H4Gal)=3.44Hz, H3Gal), 5.46 (dd, 1H, J(H3Glu,
H4Glu)=9.63Hz, J(H3Glu,H2Glu)=7.80Hz, H3Glu), 5.72 (dd, 1H, J(H2Gal,H3Gal)=
10.78Hz, J(H2Gal,H1Gal)=7.57Hz, H2Gal), 5.73 (dd, 1H, J(H4Gal,H3Gal)=3.90Hz,
J(H4Gal, H5Gal)=0.22Hz, H4Gal) 5.79 (d, 1H, J(H2Glu,H1Glu)=9.40Hz, J(H2Glu,
H3Glu)=9.40Hz, H2Glu), 7.05-8.1 (m, 37H, 35Bz, H2-, H5-Furan)

¢ C-NMR (63MHz, CDCl;): 8=54.7 (CH,OH), 60.9, 61.4, 62.1, 67.4, 69.8, 71.2, 71.6,
72.7,73.1,75.8 (C2-, C3-, C4-, C5-, C6-Glu, C2-, C3-, C4-, C5-, C6-Gal), 98.9, 100.8
(C1-Glu, C1-Gal), 119.9, 124.6 (C3-, C4-Furan), 128.1-133.6 (35x CBz), (141.7, 141.8
(C2-, C5-Furan), 164.7-166.1 (7x CBz)
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3--D-Galactopyranosyl(1 —=4)--D-glucopyranosyl-oxymethyl-4-hydroxymethyl-furan

(46)
Verbindung 45 (650mg, 5.5 10™"mol) wird in Methanol (20ml) suspendiert, NaOMe
(250mg, 1M-Lsg.) zugegeben und 5h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex

H' Tonenaustauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach

préaparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN und Wasser (AcCN/H,O0=0:100—100:0

in 40") wird das Produkt 46 (238mg, 5.2 10™*mol) mit 96 % Ausbeute als weiBer Feststoff

erhalten.

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 2:98) 21’

¢ Masse (ESI): m/z(%)=453.1 [M+H]" (30), [M+Na]'=475.1 (100), [2M+Na]'=927.2
(30), M=452

¢ 'H-NMR (250MHz, D,0): 8=3.33 (ddd, 1H, J(H5,H6)'=8.10Hz, J(H5Glu,H6Glu)=
7.46Hz, J(H5GIu,H6 Glu)=1.06Hz, H5Glu), 3.54 (dd, 1H, J(H2Glu,H3Glu)=9.81Hz,
J(H2Glu, H1Glu)=7.46Hz, H2Glu), 3.6-4.1 (m, 12H, (H3Glu, H4Glu, H6Glu, H6 Glu,
H2Gal, H3Gal, H4Gal, H5Gal, H6Gal, H6'Gal) 4.45 (d, 1H, J(H1Glu,H2Glu)=7.68Hz,
H1Glu), 4.54 (d, 1H, J(H1Gal,H2Gal)=7.68Hz, H1), 4.59 (s, 2H, CH,Furan), 4.69 (d,
1H, J(CH,H")=11.95Hz, CH,Furan), 4.88 (d, 1H, J(CH,H)=11.95Hz, CH’,Furan),
7.60Hz (s, 1H, H2-Furan), 7.56Hz (s, 1H, H5-Furan);

¢ C-NMR (63MHz, D,0): 6=54.5 (CH,OH), 60.9 (CH,OGal), 61.8, 62.2, (C6-Glu, C6-
Gal) 69.4,71.8,73.4,73.6, 75.2, 75.6, 76.1, 79.2 (C2-, C3-, C4-, C5-Glu, C2-, C3-, C4-
, C5-Gal), 101.4, 103.7 (C1-Glu, C1-Gal ) 120.6 (C4-Furan), 124.6 (C3-Furan), 143.1,
144.1 (C2-, C5-Furan).

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl-(1 =>4)-(2,3,6)-tri-O-acetyl- f-D-

glucopyranosyl-trichloracetimidat (51)

wird nach einer Vorschrift von R.R. Schmidt® synthetisiert.

3-(2,3,4,6-Tetra-O-acety!--D-galactopyranosyl-(1 >4)-(2,3,6)-tri-O-acetyl- -D-

glucopyranosyl-oxymethyl)-4-(2, 3,4-tri-O-benzoyl- f-L-fucopyvranosyl-oxymethyl)-furan
(52)

Furan 35 (300mg, 5.1 10™*mol) und Imidat 51 (500mg, 6.4 10“mol) werden in CH,Cl,
(10ml) geldst, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (30ul) zugegeben. Es wird 2h bei 0°C
geriihrt (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch die Zugabe halbkonzentierter NaHCOs-

Losung abgebrochen und anschlieBend gegen Wasser extrahiert. Die organische Phase
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wird liber NaSOy getrocknet, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach Aufreinigung

mittels Sdulenchromatographie (PE:EE=5:1—1:2) wird das Produkt 52 (120mg, 1.3 10

“mol) mit 20% Ausbeute als weiBer Schaum erhalten.

¢ R¢=0.28 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1227.5 [M+Na]" (70), M=1204

¢ 'H-NMR (500MHz, CD;OD): 8=1.35 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.37Hz, CH3), 2.0 — 2.1 (m,
21H, OAc), 3.87 (qd, 1H, J(CH3,H5)=6.37Hz, H5Fuc), 4.03 (dd, 1H, J(H6'Glu,H6)=
12.32Hz, J(H6 'Glu,H5)=4.61Hz, H6'Glu), 4.06- 4.15 (m, 4H, H5Glu, H6'Gal, H6Gal,
H5Gal), 4.26 (d, 1H, J(CH,H)'=12.07Hz, CH,Furan), 4.43 (d, 1H, J(CH,H)'=12.24Hz,
CH,Furan), 4.45 (d, 1H, J(CH,H)'=11.94Hz, CH,Furan), 4.55 (d, 1H, J(CH,H") =
12.24Hz, CH,Furan), 4.75 (d, 1H, J(HIFuc,H2Fuc)= 7.88Hz, H1Fuc), 4.81 (d, 1H,
J(H1Gal,H2Glu)=8.04Hz, H1Gal), 4.83 (d,1H, J(H1Glu,H2Glu)=8.04Hz, H1Glu), 4.95
(dd,1H, J(H3Gal,H2Gal)=10.39Hz, J(H3Gal,H4Gal)=3.52Hz, H3Gal), 5.00 (dd, 1H,
J(H3Glu,H2Glu)=10.22Hz, J(H3Glu, H4Glu)=3.68Hz, H3Glu), 5.06 (dd, IH,
J(H4Glu,H3Glu)=9.30Hz, J(H4Glu,H5Glu)=9.30Hz, H4Glu), 5.10 (dd, 1H, J(H2Glu,
H3Glu)=10.22Hz, J(H2Glu,H1Glu)=7.88Hz, H2Glu), 5.12 (dd, 1H, J(H2Gal,H3Gal)=
10.56Hz, J(H2Gal,H1Gal)=8.04Hz, H2Gal), 5.35 (dd, 1H, J(H4Gal,H5Gal)=1.00Hz,
J(H4Gal,H3Gal)=3.43Hz, H4Gal), 5.53 (dd, 1H, J(H3Fuc,H2Fuc)=10.39Hz, J(H3Fuc,
H4Fuc)=3.52Hz, H3Fuc), 5.69 (dd, 1H, J(H4Fuc, H5Fuc)=0.92Hz, J(H4Fuc,H3Fuc)=
3.60Hz, H4Fuc), 5.75 (dd, 1H, J(H2Fuc,H3Fuc)=10.39Hz, J(H2Fuc,H1Fuc)=7.88Hz,
H2Fuc), 7.4-7.9 (m, 15H, OBz)

¢ C-NMR (63 MHz, CHCls): 8= 16.1 (CHs-Fuc), 26.5 (OAc), 60.1, 62.2, 62.6, 62.7
(C6-Glu, C6-Gal, CH,OFuc, CH,OGal) 69.4, 69.7, 70.8, 71.3, 71.5, 71.9, 72.0, 72.7
(C2-, C3-, C4-, C5-Fuc, C2-, C3-, C4-, C5-Gal, C2-, C3-, C4-, C5-Glu), 99.2, 99.5,
100.8 (C1-Fuc, C1-Gal, C1-Glu), 110.3, 110.4 (C3-, C4-Furan) 128-133.4 (50 x CBz),
150.5, 151.1 (C2-, C5-Furan), 164.6-165.8 (10x CBz)

3--D-galactopyranosyl-(1 —=4)--D-glucopyranosyl-oxymethyl-4- -L-fucopyranosyl-

oxymethyl-furan (53)

Verbindung 52 (70mg, 5.8 10°mol) wird in Methanol (5ml) gelost, NaOMe (30ul, 1M-
Lsg.) zugegeben und 5h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H'
Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach

Aufreinigung per priparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN und Wasser
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(AcCN/H,0=0:100—100:0 in 40") wird das Produkt 53 (30mg, 5.0 10 mmol) mit 86%

Ausbeute erhalten.

¢ R;=0.05 (MeOH:EE=2:8)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=621.3 [M+Na] (100), [2M+Na]"=1219.6, M=598

¢ 'H-NMR (500MHz, CD;OD): 8=1.289 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.46Hz, CH;s-Fuc), 3.284
(dd, 1H, J(H2,H1)=7.88Hz, J(H2,H3)=8.99Hz, H2Glc), (ddd, 1H, J(H4,H5)=9.42Hz,
J(H5,H62)=2.52Hz, J(H5,H6b)=4.50Hz, H5Glc), 3.458 (dd, 1H, J(H2,H3)=9.68Hz,
J(H3,H4)=3.27Hz, H3Fuc), 3.486 (dd, 1H, J(H2, H3)=9.72Hz, J(H3,H4)=3.30Hz,
H3Gal), 3.499 (dd, 1H, J(H2, H1)=7.30Hz, J(H2,H3)=9.73Hz, H2Fuc), 3.523 (dd, 1H,
J(H3, H2)=8.92Hz, J(H3,H4)=8.78Hz, H3Glc), 3.550 (dd, 1H, J(H2,H1)=7.60Hz,
J(H2,H3)=9.76Hz, H2Gal), 3.575 (dd, 1H, J(H3, H4)=8.71Hz, J(H4,H5)=9.46Hz,
H4Glc), 3.589 (ddd, 1H, J(H4, H5)=1.05Hz, J(H5,H6a)=7.43Hz, J(H5,H6b)=4.70Hz,
H5Gal), 3.635 (dq, 1H, J(HS, H6)=6.46Hz, J(H4,H5)=1.08Hz, H5Fuc), 3.635 (dd, 1H,
J(H5, CH;3)=6.46Hz, J(H5,H4)=1.08Hz, H5Fuc), 3.701 (dd, 1H, J(H5,H6b)=4.67Hz,
J(H6a,H6b)=-11.43Hz, H6bGal), 3.778 (dd, 1H, J(HS5,H6a)=7.44Hz, J(H6a,H6b)=-
11.43Hz, H6aGal), 3.818 (dd, 1H, J(H3,H4)=3.29Hz, J(H4,H5)=0.99Hz, HA4Gal),
3.848 (dd, 1H, J(H5,H6b)=4.54Hz, J(H6a,H6b)=-12.14Hz, H6bGIc), 3.940 (dd, 1H,
J(H5,H6b)=2.56Hz, J(H6a,H6b)=-12.14Hz, H6bGIC), 4.296 (d, 1H, J(H1,H2)=7.35Hz,
Hl1Fuc), 4.363 (d, 1H, J(H1,H2)=7.62Hz, H1Gal), 4.392 (d, 1H, J(H1,H2)=7.85Hz,
HI1Glc), 4.601 (dd, 1H, J(H6a,H6b)=-11.96Hz, J(H6a, H2)=0.6Hz, H6a-Furan), 4.636
(dd, 1H, J(H7a,H7b)=-11.96Hz, J(H7a, H5)=0.5Hz, H7a-Furan), 4.814 (dd, 1H,
J(H6a,H6b)=-11.96Hz, J(H6a, H5)=0.82Hz, H6b-Furan), 4.872 (dd, 1H, J(H7a,H7b)=-
11.96Hz, J(H7a, H5)=0.88Hz, H7b-Furan), 7.506 (ddd, 1H, J(H2,H6b)=0.6Hz,
J(H2,H6a2)=0.8Hz, J(H2, H5)=1.7Hz, H2-Furan), 7.519 (ddd, 1H, J(H5,H7b)=0.5Hz,
J(H5,H72)=0.8Hz, J(H2, H5)=1.7Hz, H5-Furan).

¢ C-NMR (500MHz, CD;OD): 6=16.825 (CHs-Fuc), 62.080 (Glc-6), 62.268 (Fur-6),
62.346 (Fur-7), 62.539 (Gal-6), 70.358 (Gal-4), 72.032 (Fuc-5), 72.353 (Fuc-2),
72.611 (Gal-2), 73.115 (Fuc-4), 74.769 (Glc-2), 74.898 (Gal-3), 75.152 (Fuc-3), 76.468
(Gle-3), 76.596 (Glc-5), 77.140 (Gal-5), 80.811 (Glc-4), 102.871 (Gle-1), 103.575
(Fuc-1), 105.163 (Gal-1), 122.836 (Fur-3), 122.960 (Fur-4), 143.638 (Fur-2), 143.732
(Fur-5).

S-Hydroxymethylfurfural (HMF) (54)

wurde von der Firma Aldrich bezogen.
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2,3.4-Tri-O-benzoyl-f-L-fucopyranosyl-oxymethyl-furfural (55)

HMF 54 (70mg, 5.5 10*mol) und Imidat 34 (520mg, 8.3 10™*mol) werden in CH,Cl,

(10ml) gelost, auf 0°C gekiihlt und TMSOTt (20ul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C

geriihrt. (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch Extraktion gegen gesittigte NaHCO;-

Losung und Wasser abgebrochen. Die organische Phase wird iiber NaSO, getrocknet,

filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach Saulenchromatographie (PE:EE=7:3) wird

das Produkt 55 (80mg, 1.5 10™*mol) mit 27% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R¢=0.41 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=607.0 [M+H]" (100), M=584

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=1.36 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.08Hz, CH;Fuc), 4.06 (dd,
1H, J(H5,H4)=6.27Hz, J(H5,CH3)=6.08Hz, H5), 4.78 (d, 1H, J(CH,H")=13.76Hz,
CH,H’OFuc), 4.87 (d, 1H, J(CH,H")=13.76Hz, CH,H OFuc), 4.94 (d, 1H, J(H1,H2)=
8.20Hz, H1), 5.59 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.32Hz, J(H3,H4)=3.44Hz, H3) 5.73 (dd, 1H,
J(H4,H3)=3.21Hz, J(H5,H4)=6.27Hz, H4), 5.78 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.32Hz,
J(H2,H1)=8.20Hz, H2), 6.44 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H4-Furan), 7.07 (d, 1H,
J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H3-Furan), 7.42-8.11 (m, 15H, Ph), 9.42 (s, 1H, Aldehyd)

2-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- - L-fucopyranosyl-oxymethyl)-5-hydoxymethyl-furan (56)

Verbindung 55 (19mg, 1.7 10°mol) wird in abs. THF (1ml) geldst und auf 0°C gekiihlt. Es

wird NaBH, (1.0mg, 3.0 10°mol) zugegeben und 1h bei 0°C geriihrt. Wenn die Reaktion

vollstindig abgelaufen ist, (DC-Kontrolle) wird die Reaktionslésung mit CHCI;

aufgenommen und mit 1N HCI-Losung und Wasser extrahiert. Die organische Phase wird

iiber NaSO, getrocknet, das Losungsmittel evaporiert und das Produkt 56 (9mg, 1.5 10

*mol) mit 90% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R;=0.70 (PE:EE=1:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=609.1 [M+H]" (70), 1195.5 [M+Na]" (100), M=586

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.34 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.08Hz, CH3), 4.06 (dd, 1H,
J(H5,H4)=6.27Hz, J(H5,CH3)=6.08Hz, HS5), 4.32 (s, 2H, CH,OH), 4.68 (d, 1H,
J(CH,H")=13.76Hz, CH,H OFuc), 4.78 (d, 1H, J(CH,H")=13.76Hz, CH,H OFuc), 4.85
(d, 1H, J(H1,H2)=7.80Hz, H1), 5.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.55Hz, J(H3,H4)=3.44Hz,
H3) 5.73 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.21Hz, J(H5,H4)=6.27Hz, H4), 5.78 (dd, 1H,
J(H2,H3)=10.55Hz, J(H2,H1)=7.80Hz, H2), 6.18 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz,
3H-Furan), 6.21 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H4-Furan), 7.42-8.11 (m, 15H, Ph);
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¢ C-NMR (63MHz, CDCls): §=16.14 (CHs), 57.3 (CH,OH), 62.9(CH,OFuc), 69.6,
69.8, 71.0, 72.1 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.6 (C1-Fuc), 102.6, 108.2 (C3-, C4-Furan),
127.6- 135.7 (18 x C-Phenyl), 150.4 (C5-Furan), 154.7 (C2-Furan), 165.2, 165.6, 165.9
(3 x OC-Ph).

5-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl- FD-galactopyranosyl)-oxymethyl-furfural (57)

HMF 54 (378mg, 3.0mmol) und Imidat 39 (3.0g, 4.05mmol) werden in CH,Cl, (10ml)

gelost, auf 0°C gekiihlt und mit TMSOTT (20ul) versetzt. Es wird 2h bei 0°C geriihrt (DC-

Kontrolle). Die Reaktion wird durch Extraktion gegen gesittigte NaHCO;-Losung und

Wasser abgebrochen. Die organische Phase wird iiber NaSO, getrocknet, filtriert und das

Losungsmittel evaporiert. Nach Sdulenchromatographie (PE:EE=2:1) wird das Produkt 57

(100mg, 1.42 10™*mol) mit 5% Ausbeute erhalten.

¢ R¢=0.23 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=727.1 [M+Na]" (100), M=704.1

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=4.36 (ddd, 1H, H5), 4.46 (dd, 1H, J(H6",H6)=11.18Hz,
J(H6',H5)=6.30Hz, H6"), 4.67 (d, J(H,H)=12.20Hz, CH’-Furan), 4.70 (dd, 1H,
J(H6,H6")=11.39Hz, J(H6,HS5)=6.51Hz, H6), 4.88 (d, 1H, J(CH,H")=12.20Hz, CH>-
Furan), 494 (d, 1H, J(H1,H2)=7.93, Hl) 5.61 (dd, 1H, J(H3,H2)= 10.37Hz,
J(H3,H4)=3.66Hz, H3), 5.84 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.37Hz, J(H2,H1)=7.93Hz, H2), 6.00
(dd, 1H, J(H4,H3)=3.66Hz, H4), 6.44 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H4-Furan),
7.07 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H3-Furan), 7.4-8.12 (m, 20H, Bz), 9.42 (s, 1H,
Aldehyd)

2-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl- D-galactopyranosyl-oxymethyl)-5-hydroxymethyl-furan (58)

Verbindung 57 (50mg, 7.1 10°mol) wird in THF (5ml) abs. geldst und auf 0°C gekiihlt. Es

wird NaBH,; (20mg, 3.0 10°mol) zugegeben und 1h bei 0°C geriihrt. Nach Ablauf der

Reaktion (DC-Kontrolle) wird die Reaktionslosung mit CHCl; aufgenommen und gegen

IN HCI und H,O extrahiert. Die organische Phase wird iiber NaSO,4 getrocknet, das

Losungsmittel evaporiert und das Produkt 58 (38mg, 5.4 10°mol) mit 90% Ausbeute

sauber erhalten.

¢ R¢=0.58 (PE:EE=1:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)= 729.2[M+Na]" (100); M=706

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl): 6=4.36 (ddd, 1H, H5), 4.40 (s, 2H, CH,OH), 4.46 (dd,
1H, J(H6',H6)=11.18Hz, J(H6',H5)=6.30Hz, H6"), 4.67 (d, J(H,H)=12.20Hz, CH’-
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Furan), 4.70 (dd, 1H, J(H6,H6")=11.39Hz, J(H6,H5)=6.51Hz, H6), 4.88 (d, 1H,
J(CH,H")=12.20Hz, CH’,-Furan), 4.94 (d, 1H, J(H1,H2)=7.93, H1) 5.61 (dd, 1H,
J(H3,H2)=10.37Hz, J(H3,H4)=3.66Hz, H3), 5.84 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.37Hz,
J(H2,H1)=7.93Hz, H2), 6.17 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.66Hz, H4), 6.44 (d, 1H, J(H3-,H4-
Furan)=3.21Hz, H4-Furan), 6.28 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H3-Furan), 7.4-
8.12 (m, 15H, Bz)

5-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-D-galactopyranosyl-(1—=>4)-(2,3,6)-tri-O-benzoyl- -D-

glucopyranosyl-oxymethyl)-furfural (59)

HMF 54 (445g, 3.5mmol) und Imidat 44 (6.0g, 4.9mmol) werden in CH,Cl, (20ml) gelost,

auf 0°C gekiihlt, TMSOTT (20ul) zugegeben und 2h bei 0°C geriihrt (DC-Kontrolle). Die

Reaktion wird durch Extraktion gegen gesittigte NaHCOs-Losung und Wasser

abgebrochen. Die organische Phase wird iiber NaSO, getrocknet und das Losungsmittel

evaporiert. Nach Aufreinigung (PE:EE=2:1) wird das Produkt 59 (120mg, 1.0 10mol) mit

3% Ausbeute erhalten.

¢ R(=0.11 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1202.1 [M+Na]" (80), M=1179;

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=3.71 (ddd, 1H, J(H5Glu,H6 Glu)=1.14Hz, J(H5Glu,
H4Glu)=9.40Hz, J(H6Glu,H5)=6.88Hz, H5Glu), 3.85 (dd, 1H, J(H6'Glu,H5Glu)=
10.55Hz, J(H6'Glu,H6GIu)=12.84Hz, H6'Glu), 3.89 (dd, 1H, J(H6Glu,H6 Glu)
=12.84Hz, J(H6GIlu,H5)=6.88Hz, H6GIu), 4.25 (dd, 1H, J(H4Glu,H5GIu)=9.40Hz,
J(H4Glu,H3Glu)=9.40Hz, H4Glu), 4.49 (dd, 1H, J(H6Gal, H5Gal)=6.88Hz, J(H6Gal,
H6’Gal)=5.50Hz, H6Gal), 4.50 (ddd, 1H, J(H5Gal,H6Gal)=6.88Hz, J(H5Gal,H4Gal)=
3.44Hz, H5Gal), 4.57 (d, 1H, J(CH,H")=14.22Hz, CH’;Furan), 4.66 (dd, 1H,
J(H6'Gal,H5Gal)=4.58Hz, J(H6'Gal,H6Gal)=5.50Hz, H6 'Gal), 4.75 (d, 1H, J(CH,H")=
12.39Hz, CH';Furan), 4.79 (d, 1H, J(H1Gal,LH2Gal)= 8.26Hz, H1Gal), 4.88 (d, 1H,
J(H1GIu,H2Glu)=7.80Hz, H1Glu), 5.38 (dd, 1H, J(H3Gal, H2Gal)=10.32Hz, J(H3Gal,
H4Gal)=3.44Hz, H3Gal), 5.46 (dd, 1H, J(H3Glu,H4Glu)=9.63Hz, J(H3Glu,H2Glu)=
7.80Hz, H3Glu), 5.72 (dd, 1H, J(H2Gal,H3Gal)=10.78Hz, J(H2Gal,H1Gal)=7.57Hz,
H2Gal), 5.73 (dd, 1H, J(H4Gal,H3Gal)=3.90Hz, J(H4Gal, H5Gal)=0.22Hz, H4Gal)
5.79 (d, 1H, J(H2Glu,H1Glu)=9.40Hz, J(H2Glu,H3Glu)= 9.40Hz, H2Glu), 6.44 (d,
1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H4-Furan), 7.07 (d, 1H, J(H3-, H4-Furan)=3.21Hz, H3-
Furan), 7.05-8.10 (m, 35H, Bz), 9.42 (s, 1H, Aldehyd)
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S-t-Butyldiphenylsilyl-oxymethyl-furfural (60)

HMF 54 (309mg, 2.38mmol) wird in DMF (5ml) geldst, Imidazol (200mg, 2.85mmol) und

TBDPSCI (730ul, 782mg, 2.85mmol) zugegeben und bei RT 14h geriihrt. DMF wird am

Hochvakuum abgezogen, der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser

extrahiert. Die organische Phase wird tiiber NaSO4 getrocknet, filtriert und das

Losungsmittel evaporiert. Nach Saulenchromatographie (PE:EE=3:1) wird das Produkt 60

(805mg, 2.2mmol) mit 91% Ausbeute erhalten.

¢ R;=0.69 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (FAB): m/z=365 [M+H]", 387 [M+Na]", M=364

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.11 (s, 9H, SiCCHj3) 4.75 (s, 2H, CH,0Si), 6.48 (d,
1H, J(H3,H4)=1.4Hz, H3-Furan), 7.15 (d, 1H, J(H3,H4)=1.4Hz, 4H-Furan), 7.60 (d,
1H, J(H2,H5)=1.6Hz, 2H-Furan), 7.42-7.81 (m, 10H, SiPh), 9.58 (s, 1H, Aldehyd)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCls): 8=19.2 (SiCCH3), 26.7 (SiCCH3), 59.2 (CH,0Si), 109.5
(C3), 127.6, 129.9, 132.6, 134.7, 135.5 (C-Phenyl), 152.2 (C5), 160.8 (C2), 177.5 (C-
Aldehyd)

2-t-Butyldiphenvylsilyl-oxymethyl-5-hydroxymethyl-furan (61)

Verbindung 60 (459mg, 1.23mmol) wird in THF (10ml) gelost und auf 0°C gekdihlt.

NaBHy (75mg, 2mmol) wird langsam zugegeben und bei RT 3h geriihrt (DC-Kontrolle).

Die Reaktion wird durch Zugabe von EtOH und Wasser vorsichtig abgebrochen und mit

CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber NaSO,4 getrocknet,

filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Nach Saulenchromatographie (PE:EE=2:1) wird

das Produkt 61 (430mg, 1.18mmol) mit 95% Ausbeute erhalten.

¢ R¢=0.58 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (FAB): m/z=367.1 [M+H]", 389.2 [M+Na]", M=366;

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl;): 8=1.11 (s, 9H, SiCCH3) 4.55 (s, 2H, CH,OH), 4.75 (s,
2H, CH,0Si), 6.13 (d, 1H, J(H3,H4)=1.4Hz, 4H-Furan), 6.21 (d, 1H, J(H3,H4)=1.4Hz,
H3-Furan), 7.42-7.81 (m, 10H, SiPh);

¢ C-NMR (63MHz, CDCl;): 8=19.2 (SiCCH3), 26.7 (SiCCH3), 57.4 (CH,OH), 58.8
(CH,0Si), 108.2, 108.1 (C3, C4), 127.6, 129.9, 132.6, 134.7, 135.5 (C-Phenyl), 153.4
(C5), 153.8 (C2).
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2-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- F-L-fucopyranosyl-oxymethyl)-5-t-butyldiphenvylsilyloxymethyl-
furan (62)

Furanderivat 61 (170mg, 4.6 10™*mol) und Imidat 34 (430mg, 6.9 10*mol) werden in
CH,Cl, (5ml) gelost, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (8ul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C

geriihrt (DC-Kontrolle) und die Reaktion dann durch Extraktion gegen geséttigte NaHCO;-

Losung und Wasser abgebrochen. Die organische Phase wird iiber NaSO, getrocknet und

das Losungsmittel evaporiert. Nach Sadulenchromatographie (PE:EE=4:1—1:1) wird das

Produkt 62 (284mg, 3.4 10™mol) mit 74% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R(=0.62 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (FAB) m/z=847.3 [M+Na]" (100); M=824

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl;): 8=1.09 (s, 9H, SiCCH3), 1.34 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.08Hz,
CHsFuc), 4.06 (dd, 1H, J(H5,H4)=6.27Hz, J(H5,CH3)=6.08Hz, HS5), 4.32 (d, 2H,
CH,0Si), 4.68 (d, 1H, J(CH,H")=13.76Hz, CH ,OFuc), 4.78 (d, 1H, J(CH,H")=
13.76Hz, CH’,OFuc), 4.85 (d, 1H, J(H1,H2)=7.80Hz, H1), 5.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=1
0.55Hz, J(H3,H4)=3.44Hz, H3) 5.73 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.21Hz, J(H5,H4)=6.27Hz,
H4), 5.78 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.55Hz, J(H2,H1)=7.80Hz, H2), 6.18 (d, 1H, J(H3-,H4-
Furan)=3.21Hz, 3H-Furan), 6.21 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H4-Furan), 7.42-
8.11 (m, 25H, Ph)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCL): 8=16.14 (CHs), 18.9 (SiCCH3), 26.5 (SiCCH3), 57.2
(CH,OFuc), 60.3 (CH,OSi), 69.6, 69.8, 71.0, 72.1 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.5 (C1-
Fuc), 108.2, 110.7 (C3-, C4-Fur), 127.6- 135.7 (30 x C-Phenyl), 150.4 (C5-Furan),
154.8 (C2-Furan), 165.2, 165.6, 165.9 (3 x OC-Ph).

2-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- - L-fucopyranosyl-oxymethyl)-5-hydroxymethyl-furan (63)

Fucose 62 (1.0g, 1.2mmol), 18-Krone-6 (300mg, 1.2mmol) und TBAF (420mg, 1.3mmol)

werden bei 0°C in THF (20ml) gelost und 1h gerithrt (DC-Kontrolle). Das

Reaktionsgemisch wird in CHCI; aufgenommen und mit IN-HCI und Wasser

ausgeschiittelt. Die organische Phase wird {iber NaSO4 getrocknet, filtriert und das

Losungsmittel evaporiert. Per Sdulenchromatographie (PE/EE=2:1) wird das Produkt 63

(550mg, 0.94mmol) mit 77% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R¢=0.12 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=609.1 [M+H]" (60), 1195.5 [M+Na]" (100), M=586

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.34 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.08Hz, CH;Fuc), 4.06 (dd,
1H, J(H5,H4)=6.27Hz, J(H5,CH3)=6.08Hz, HS), 4.32 (s, 2H, CH,OH), 4.68 (d, 1H,
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J(CH,H")=13.76Hz, CH,H OFuc), 4.78 (d, 1H, J(CH,H")=13.76Hz, CH,H OFuc), 4.85
(d, 1H, J(H1,H2)=7.80Hz, H1), 5.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.55Hz, J(H3,H4)=3.44Hz,
H3) 5.73 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.21Hz, J(H5,H4)=6.27Hz, H4), 5.78 (dd, 1H,
J(H2,H3)=10.55Hz, J(H2,H1)=7.80Hz, H2), 6.18 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz,
3H-Furan), 6.21 (d, 1H, J(H3-,H4-Furan)=3.21Hz, H4-Furan), 7.42-8.11 (m, 15H, Ph)
¢ C-NMR (63 MHz, CDCls): 8=16.14 (CH3), 57.3 (CH,OH), 62.9 (CH,OFuc), 69.6,
69.8, 71.0, 72.1 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 99.6 (C1-Fuc), 102.6, 108.2 (C3-, C4-Fur),
127.6- 135.7 (18 x C-Phenyl), 150.4 (C5), 154.7 (C2), 165.2, 165.6, 165.9 (3 x OC-Ph)

2-FL-Fucopyranosyl-oxymethyl-5-hydoxymethyI-furan (64)

Verbindung 63 (9mg, 1.5 10 mol) wird in Methanol (5ml) gelost, NaOMe (10ul, 1M-

Lsg.) zugegeben und 5h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H'

Ionenaustauscher neutralisiert, der lonenaustauscher abfiltriert und das Losungsmittel

evaporiert. Der Riickstand wird mit Wasser aufgenommen und gegen CH,Cl, extrahiert.

Die wissrige Phase wird lyophylisiert und das Produkt 64 (4mg, 1.45 10”mmol) mit 97%

Ausbeute sauber erhalten.

¢ Masse (ESI): m/z =281.1 [M+Li]", 313.0[M+K]"; =571.0 [2M+Na]"; M=274

¢ 'H-NMR (250MHz, D,0): $=1.30 (d, 1H, J(CH3,H5)=6.22Hz, CH3), 3.52 (dd, 1H,
J(H2,H3)=9.72Hz, J(H2,H1)=7.77Hz, H2) 3.67 (dd, 1H, J(H3,H2)=9.72Hz, J(H3,H4)=
3.48Hz, H3), 3.79 (dd, 1H, J(H4,H5)=0.77Hz, J(H4,H3)=3.48Hz, H4), 3.82 (qd, 1H,
J(H5,CH3)=6.22Hz, J(H5,H4)=0.77Hz, HS), 4.49 (d, 1H, J(H1,H2)=7.77Hz, H1) 4.62
(s, 2H, CH,OH), 4.75 (d, 1H, J(CH,H OFuc)=12.82Hz, CH,H OFuc), 4.86 (d, 1H,
J(CH,H OFuc)=12.82Hz, CH,H'OFuc), 6.53 (d, 1H, J(H2-Furan,H4-Furan) =3.11Hz,
H2-Furan), 6.44 (d, 1H, J(H4-Furan,H2-Furan)=3.11Hz, H4-Furan);

2-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-5-(2,3,4-tri-O-benzoyl- -L-

fucopyranosyl-oxymethyl)-furan (65)

Verbindung 63 (200mg, 3.4 10™*mol) und Imidat 39 (377mg, 5.1 10°mol) werden in
CH,CI, (10ml) gelost, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (5ul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C
gerithrt (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch Zugabe von NaHCOs;-Losung
abgebrochen und gegen Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iiber NaSO,
getrocknet, filtriert, das Losungsmittel evaporiert und der Riickstand per
Saulenchromatographie (PE:EE=3:1) aufgereinigt. Das Produkt 65 (76mg, 6.5 10 mol)

wird mit 20% Ausbeute erhalten.
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¢ R;=0.37 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1187.5 [M+Na]" (100), M=1164

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): $=1.35 (d, 1H, J(CH3,H5)=6.42Hz, CH;Fuc), 4.03 (dq,
1H, J(H5,H4)=0.22Hz, J(H5,CH;)= 6.27Hz, H5), 4.30 (dd, 1H, J(H5,H6)=6.65Hz,
J(H5-,H6")=6.65Hz, H5-Gal), 4.42 (d, 1H, J(CH,H")= 13.76Hz, CH,Furan), 4.43 (dd,
1H, J(H6',H5)=5.50Hz, J(H6',H6)=11.93Hz, H6'Gal), 4.60 (d, 1H, J(CHH')=
13.30Hz, CH',Furan), 4.61 (d, 1H, J(CH,H)=13.30Hz, CH',Furan), 4.70 (dd, 1H,
J(H6,H6')=10.78Hz, J(H6,H5)=6.19Hz, H6-Gal), 4.75 (d, 1H, J(H1,H2)=7.80Hz, H1-
Fuc), 4.80 (d, 1H, J(H1,H2)=7.80Hz, H1-Gal), 5.52 (dd, 1H, J(H3,H4)=3.44Hz,
J(H3,H2)=10.32Hz, H3-Fuc), 5.58 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.32Hz, J(H3,H4)=3.44Hz,
H3-Gal), 5.71 (dd, 1H, J(H4,H5)=0.68Hz, J(H4,H3)=1.60Hz, H4-Fuc), 5.74 (dd, 1H,
J(H2,H3)=10.78Hz, J(H2,H1)=8.03Hz, H2-Fuc), 5.80 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.55Hz,
J(H2,H1)=7.80Hz, H2-Gal), 6.01 (dd, 1H, J(H4,H3)=2.75Hz, H4-Gal), 6.12 (s, 2H,
H3-, H4-Furan), 6.81-7.2 (m, 35H, Bz)

¢ C-NMR (63MHz, CDCls): 8=16.2 (CH3), 60.2, 61.9, (CH,OFuc, CH,0Gal) 62.7
(C6Gal), 67.9, 69.5, 69.7, 69.6, 69.8, 71.0, 72.1 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc, C2-, C3-, C4-,
C5-Gal ), 99.6, 99.7 (C1-Fuc, C1-Gal), 110.3, 110.7 (C3-, C4-Fur), 127.6- 135.7 (35 x
CBz), 150.6 (C5), 151.2 (C2), 165.1, 165.14, 165.39, 165.43, 165.50, 165.87, 165.92 (7
x OC-Ph)

2-FD-Galactopyranosyl-oxymethyl-5- f-L-fucopyranosyl-oxymethyl-furan (66)

Verbindung 65 (47mg, 4.0 10 mol) wird in Methanol (5ml) suspendiert, NaOMe (30ul,

1M-Lsg.) zugegeben und 3h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H' Ionen-

austauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Der Riickstand wird

mit Wasser aufgenommen und gegen CHCI; ausgeschiittelt. Die wissrige Phase wird

eingeengt und der Riickstand mittels préparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN

und Wasser aufgereinigt und das Produkt 66 (15mg, 3.4 10°mol) mit 86% Ausbeute als

weiler Feststoff erhalten.

¢ Masse (ESI) m/z (%)=437.1 [M+H]" (10), 459.1 [M+Na]" (100); M=436

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=1.26 (d, 3H, J(CHs;Fuc, H5Fuc)=6.40Hz, CH;Fuc),
3.48 (dd, 1H, J(H2Gal,H3Gal)=11.09Hz, J(H2Gal,H1Gal)=7.68Hz, H2Gal), 3.52 (dd,
1H, J(H2Fuc,H3Fuc)=11.09Hz, J(H2Fuc,H1Fuc)=7.68Hz, H2Fuc), 3.62 (dd, 1H,
J(H3Gal, H2Gal)=11.09Hz, J(H3Gal,H4Gal)=3.41Hz, H3Gal), 3.63 (dd, 1H,
J(H3Fuc,H2Fuc)= 11.09Hz, J(H3Fuc,H4Fuc)=3.20Hz, H3Fuc), 3.69 (dd, 1H,
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J(H5Gal,H6Gal)=4.26Hz, J(H5Gal,H4Gal)=0.42Hz, H5Gal), 3.75 - 3.77 (m, 3H,
H4Fuc, H6Gal, H6'Gal), 3.81 (dq, 1H, J(H5Fuc,CH3Fuc)=6.40Hz, J(H5Fuc,H4Fuc)=
1.38Hz, H5Fuc), 3.93 (dd, 1H, J(H4Gal,H3Gal)=3.41Hz, J(H4Gal,H5)=0.42Hz,
H4Gal), 4.44 (d, 1H, J(H1Gal,H2Gal)=7.68Hz, H1Gal), 4.47 (d, 1H, J(HI1Fuc,H2Fuc)=
7.68Hz, H1-Fuc), 4.71 (d, 1H, J(CH'",H "")=13.2Hz, CH"""'Furan), 4.75 (d, 1H,
J(CH"",H""")=13.23Hz, CH’''Furan), 4.82 (d, 1H, J(CH"",H")=9.39Hz, CH 'Furan),
4.87 (d, IH, J(H,H"")=9.39Hz, CH Furan), 6.51 (s, 2H, H3, H4-Furan)

¢ C-NMR (63 MHz, D,0): 6=19.8 (CH3), 65.4, 67.6, (CH,OFuc, CH,0Gal) 67.6, (C6-
Gal), 73.1, 74.9, 75.2, 75.5, 75.8, 77.3, 77.4, 79.7 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc, C2-, C3-,
C4-, C5-Gal), 106.0, 106.1 (C1-Fuc, C1-Gal), 116.0, 116.1 (C3-, C4-Furan), 155.6,
155.7 (C2-, C5-Furan)

2-(2,3,4,6-Tetra-O-benzovyl- FD-galactopyranosyl-(1 =>4)-2,3, 6-tri-O-benzovl- -D-

glucopyranosyl-oxymethyl)-5-(2,3,4-tri-O-benzoyl- -L-fucopyranosyl-oxymethyl)-furan
(67)

Furanderivat 63 (200mg, 3.4 10*mol) und Imidat 34 (620mg, 5.1 10*mol) werden in
CH,Cl; (10ml) geldst, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (5pul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C
geriihrt (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch Zugabe von NaHCO;-Losung

abgebrochen und gegen Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iliber NaSOq4

getrocknet, filtriert, das Ldsungsmittel evaporiert und der Riickstand mittels

Séulenchromatographie aufgereinigt (PE:EE=2:1—1:1). Das Produkt 67 (200mg, 1.2 10

*mol) wird mit 35% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R;=0.21 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1661.5 [M+Na]" (100); M=1638.4

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): =1.27 (d, 3H, J(CH3, H5) =7.0Hz, CH3-Fuc), 3.68- 3.77
(m, 3H, H6Glu, H6'Glu, H5Glu), 3.92 (dq, 1H, J(H5Fuc,CH3)=6.31Hz, H5Fuc), 4.30
(dd, 1H, J(H4Glu,H5Glu) =13.30Hz, J(H4Glu,H3Glu)=12.62Hz, H4Glu), 4.41-4.43
(m, 2H, H5Gal, H6Gal), 4.50 (d, 1H, J(CH, H)'=11.70Hz, CH,Furan), 4.56 (dd, 1H,
J(H6'Gal,H6'Gal) =11.01Hz, J(H6'Gal,H5Gal)= 3.44Hz, H6'Gal), 4.57 (d, 1H,
J(CH,H")=13.30Hz, CH,Furan), 4.62 (d, 1H, J(CH,H")=13.07Hz, CH,Furan), 4.70 (d,
1H, J(H1Gle,H2Glc)= 8.26Hz, H1Glc), 4.70 (d, 1H, J(CH",H) =11.47Hz, CH,Furan),
4.87 (d, 1H, J(H1Fuc,H2Fuc)=8.03Hz, H1Fuc), 4.90 (d, 1H, J(H1Gal,H2Gal)=7.80Hz,
H1Gal), 5.40 (dd, 1H, J(H3Gal,H2Gal)=10.09Hz, J(H3Gal,H4Gal)= 3.21Hz, H3Gal),
5.46 (dd, 1H, J(H3Glu,H2Glu)=9.86Hz, J(H3Glu,H4Glu)=9.17Hz, H3Glu), 5.54 (dd,
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1H, J(H3Fuc,H2Fuc)=9.86Hz, J(H3Fuc,H4Fuc)=3.44Hz, H3Fuc), 5.69- 5.76 (m, 5H,
H4Fuc, H2Glu, H2Gal, H4Gal, H2Fuc), 6.04 (s, 1H, H2-Furan), 6.07(s, 1H, H3Furan)

¢ C-NMR (63 MHz, CHCl3): 8= 16.1 (CHs-Fuc), 60.1, 62.2, 62.6, 62.7 (C6-Glu, C6-
Gal, CH,OFuc, CH,0Gal) 69.4, 69.7, 70.8, 71.3, 71.5, 71.9, 72.0, 72.7 (C2-, C3-, C4-,
C5-Fuc, C2-, C3-, C4-, C5-Gal, C2-, C3-, C4-, C5-Glu), 99.2,99.5, 100.8 (C1-Fuc, C1-
Gal, C1-Glu), 110.3, 110.4 (C3-, C4-Furan) 128-133.4 (50 x CBz), 150.5, 151.1 (C2-,
C5-Furan), 164.6-165.8 (10x CBz)

2-(-D-galactopyranosyl(1—4)-FD-glucopyranosyl-oxymethyl)-5- -L-fucopyranosyl-

oxymethyl-furan (68)

Verbindung 67 (181mg, 1.1 10”*mol) wird in Methanol (5ml) suspendiert, NaOMe (30pl,

1M-Lsg.) zugegeben und 3h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H"

Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Der Riickstand

wird mit Wasser aufgenommen und gegen CHCls ausgeschiittelt. Die wéssrige Phase wird

eingeengt. Nach prieparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN und Wasser wird das

Produkt 67 (45mg, 7.5 10 mol) mit 68% Ausbeute erhalten.

¢ Masse (ESI): m/z=599.2 [M+H]", 621.2 [M+Na]"; M=598

¢ 'H-NMR: (250MHz, D,0): 8=1.25 (d, 1H, J(CH3,H5)=6.61Hz, CH;), 3.33 (dd, 1H,
J(H2Glu,H3)=9.17Hz, J(H2Glu,H1)=7.89Hz, H2Glu), 3.47 (dd, 1H, J(H5Glu,H6Glu)=
0.53Hz, J(H5Glu,H4Glu)=9.92Hz, J(H5GIlu,H6")=7.57Hz, H5Glu), 3.56 (dd, 1H,
J(H3Fuc,H2Fuc)=10.35Hz, J(H3Fuc,H4Fuc)=4.80Hz, H3Fuc), 3.60-3.64 (m, 6H,
H2Fuc, H3Gal, H2Gal, H3Glu, H4Glu, H4Fuc), 3.65 (dd, 1H, J(H4Fuc,H3Fuc)
=4.80Hz, J(H4Fuc, H5Fuc)=1.17Hz, H4Fuc) 3.65 (m, 1H, H5Gal), 3.69- 3.75 (m, 2H,
H6Gal, H5Fuc), 3.76 (dd, 1H, J(H6'Gal,H6Gal)=11.20Hz, J(H6'Gal,H5Gal)=2.88Hz,
H6'Gal), 3.76-3.93 (m, 3H, H4Gal, H6'Glu, H6Glu), 4.44 (d, 1H, J(HIFuc,H2Fuc)=
7.68Hz, Hl1Fuc), 4.45 (d, 1H, J(H1Gal,H2Fuc)=7.68Hz, H1Gal), 4.56 (d, 1H,
J(H1Glu,H1Glu) =7.89Hz, H1Glu), 4.70 (d, 1H, J(CH,H")=13.01Hz, CH,-Furan), 4.70
(d, 1H, J(CH,H")=13.01Hz, CH,-Furan), 4.82 (d, 1H, J(CH,H")=13.01Hz, CH,-Furan),
4.85 (d, 1H, J(CH,H")=13.01Hz, CH,-Furan), 6.38 (s, 1H, H2/5-Furan), 6.39 (s, 1H,
H2/5-Furan)

¢ C-NMR (63MHz, D,0): =19.9 (CH3), 64.6, 65.5, (C6-Gal, C6-Glu), 67.6, 67.7
(CH,OFuc, CH,OGlu) 73.1, 74.9, 75.5, 75.8, 77.1, 77.3, 77.5, 78.9, 79.3, 79.9, 82.9
(C2-, C3-, C4-, C5-Fuc, C2-, C3-, C4-, C5-Gluy, C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 105.4, 106.0,
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106.1 (C1-Fuc, C1-Glu, C1-Gal), 116.0, 116.2 (C3-, C4-Furan), 155.5, 155.9 (C2-,C5-

Furan)

N-Acetyl-neuraminsdure (69)

wird von der Firma Senn bezogen.

Methyl(5-acetamido-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosat) (70)

wird nach Vorschrift von Laferriere et al. synthetisiert.

Methvl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylchlorid) (71)

wird nach Vorschrift von Laferriere'” synthetisiert. Die physikalischen Daten stimmen mit

der Literatur Uberein.

Methyl(5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosat) (72)

wird nach Vorschrift von Meindl und Tuppy'** synthetisiert. Die physikalischen Daten

stimmen mit der Literatur {iberein.

¢ Masse (ESI): m/z(%)=556.0 [M+Na]" (100), 1089.4 [2M+Na]" (15), M=533

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCly): 8=2.38 (dd, 1H, J(H3a,H3b)=13.40Hz, J(H3a,H4)=
4.93Hz,H3a), 3.62 (s, 3H, OMe), 3.97 (m, 3H, H9, HS5, H6), 4.35 (dd, 1H,
J(H9',H9)=12.34Hz, J(H9',H8)=2.46Hz, H9"), 4.90 (ddd, 1H, J(H8,H7)=5.20Hz,
J(H8,H9)=6.08Hz, J(H8,H9")=2.46Hz, HS8), 5.08 (ddd, 1H, J(H4,H3b)=10.49Hz,
J(H4,H5)=10.49Hz, J(H4,H3a)=4.49Hz, H4), 5.24 (dd, 1H, J(H7,H8)=5.20Hz,
J(H7,H6)=1.05Hz, H7), 6.17 (d, 1H, J(NH,H5)=8.46Hz, NH)

Methvl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2, 3, 5-trideoxy-2-thiomethyl-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosat) (SMeSA)(73)

wird nach Vorschrift von Hasegawa’® synthetisiert.

¢ Masse (ESI): m/z (%)=522.0 [M+H]" (60), 544.0 [M+Na]" (100), 1065.3 [2M~+Na]"
(60), M=521

& NMR-Spektrum a-Verbindung:

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.91-2.18 (m, 19H, SMe, OAc, NHAc, H3ax), 2.53
(dd, 1H, J(H3eq,H3ax)=14.1Hz, J(H3eq,H4)= 4.8Hz, H3eq), 3.45 (s, 3H, OMe), 4.08
(ddd, 1H, J(H5,NH)=10.5Hz, J(H5,H6)=10.2Hz, J(H5,H4)=10.7Hz, HS), 4.17 (dd,1H,
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J(H9',H8)= 8.0Hz, J(H9,H9)=12.5Hz, H9’), 431 (dd, 1H, J(H6,HS5)=10.2Hz,
J(H6,H7)=2.3Hz, H6) 4.79 (dd, 1H, J(H9,H8)= 2.5Hz, J(H9,H9")=12.5Hz, H9), 5.17
(ddd, 1H, J(H8,H7)=3.1Hz, J(H8,H9)= 2.5Hz, J(H8,H9")=8.0Hz, HS) 5.27 (ddd, 1H,
J(H4,H3ax)=11.3Hz, J(H4,HS5)=10.7Hz, J(H4,H3eq)=4.8Hz, H4), 537 (d, 1H,
J(NH,H5)=10.5Hz, NH), 5.44 (dd, 1H, J(H7,H6)=2.3Hz, J(H7,H8)=3.1Hz, H7).

NMR-Spektrum [-Verbindung:

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.91-2.10 (m, 18H, SMe, OAc, NHAc,), 1.99 (dd, 1H,
J(H3ax,H3eq)=12.7Hz, J(H3ax,H4)=11.8Hz, H3ax), 2.73 (dd, 1H, J(H3eq,H3ax)=
12.7Hz, J(H3eq,H4)=4.7Hz, H3eq), 3.83 (dd, 1H, J(H6,H5)=10.7Hz, J(H6,H7)=2.2Hz,
Ho6), 4.05 (ddd,1H, J(H5,H4)=10.3Hz, J(H5,NH)=10.2Hz, J(H5,H6)=10.7Hz, HS), 4.11
(dd, 1H, J(H9',H8)=5.1Hz, J(H9',H9)=12.4Hz, H9"), 4.33 (dd, 1H, J(H9,H8)=12.5Hz,
J(H9,H9)= 12.4Hz, H9), 4.89 (ddd, 1H, J(H4,H3ax)=11.8Hz, J(H4,H3eq)=4.7Hz,
J(H4,H5)=10.3Hz, H4), 5.18 (d, 1H, J(NH,H5)=10.2Hz, NH), 5.33 (dd, 1H, J(H7,H6)=
2.2Hz, J(H7,H8)=8.3, H7), 5.39 (ddd, 1H, J(H8,H7)=8.3Hz, J(H8,H9")=5.1Hz,
J(H8,H9)=12.5Hz, HS).

DMTST (74)

wird nach Vorschrift von Ravenscroft'*® synthetisiert.

Allgemeine Glycosilierungsvorschrift I mit DMTST®®:

SMeSA (1.5 10™mol) wird in Acetonitril (10ml, abs.) geldst, mit Trockenpulver 4A
versetzt und 1h bei RT geriihrt. Dann wird auf -40°C gekiihlt und Furanderivat (0.1mmol)
und DMTST (100mg, 4.0 10™*mol) zugegeben. Es wird 5h bei -40°C geriihrt, dann auf RT
gebracht. Es wird mit CH,Cl, (10ml) verdiinnt, iiber Celite filtriert und das Losungsmittel
evaporiert.

Allgemeine Glycosilierungsvorschrift 11 mit NIS'***:

SMeSA (5.0 10™mol) und Donor (2.5 10”*mol) werden in abs. Acetonitril (10ml) geldst,
Trockenpulver 4A zugegeben und 3h bei RT geriihrt. Dann wird auf -40°C gekiihlt, NIS
(8.0 10™"mol) und TMSOTS (20pl) zugegeben. Nach 3h ist das Furanderivat nahezu
vollstindig abreagiert. (DC-Kontrolle). Es wird CH,Cl, zugegeben und mit NaHCOs3-,
NaS,0;3- und NaCl- Losung extrahiert, die organische Phase iiber NaSOs getrocknet,

filtriert und das Losungsmittel evaporiert.
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3-{(Methyl(5-acetamido-4,7,8,9,-tetra-O-acetyl-3, 5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-non-2-

ulopyranosyl)at]oxymethyl}-4-(2,3,4-tri-O-benzoyl- -L-fucopyranosyl-oxymethyl)furan

(75)

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.36 (d, 1H, J(CH3,H5Fuc)=6.33Hz, CHs) 1.9- 2.1 (m,
17H, H3a-, H3e-Sia OAc, NHAc), 3.80 (s, 3H, OMe), 4.07 (dq, IH,
J(H5Fuc,CHsFuc)= 6.33Hz, H5Fuc), 4.10 (dd, 1H, J(H9,H9")=11.51Hz, J(H9,H8H)=
5.37Hz, H9), 4.19 (dd, 1H, J(H5Sia,H6Sia)=12.28Hz, J(H5Sia,H4Sia)=6.90Hz,
H5Sia), 4.30 (dd, 1H, J(H9'Sia, H9Sia)=11.51Hz, J(H9'Sia,H8Sia)=1.91Hz, H9'Sia),
437 (d, 1H, J(CH,H)=12.28Hz, CHjyFuran), 4.56 (d, 1H, J(CH,H")=12.28Hz,
CH,Furan), 4.58 (d, 1H, J(CH,H')=12.28Hz, CHyFuran), 4.84 (d, 1H,
J(H1Fuc,H2Fuc)=7.86Hz, H1Fuc), 5.36- 5.40 (m, 2H, H4Sia, H8Sia), 5.48 (d, 1H,
NHSia), 5.51 (dd, 1H, J(H7Sia,H8Sia)=3.74Hz, J(H7Sia,H6Sia)= 1.43Hz, H7Sia), 5.59
(dd, 1H, J(H3Fuc,H2Fuc)=10.36Hz, J(H3Fuc,H4Fuc)=3.35Hz, H3Fuc), 5.70 (dd, 1H,
J(H4Fuc,H3Fuc)=3.45Hz, J(H4Fuc, HS5Fuc)=1.34Hz, H4Fuc) 5.76 (dd, 1H,
J(H2Fuc,H3Fuc)=10.36Hz, J(H2Fuc,H1Fuc)=8.06Hz, H2Fuc), 7.2-8.1 (m, 17H, OBz,
H2-, H5-Furan)

Methvl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-2-O-methyl-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosylat) (76)***

¢ Masse (ESI): m/z (%)=506.1 [M+H]" (50), 528.1 [M+Na]" (100), 1033.3 [2M+Na]"
(100), M=505

¢ 'HANMR (250MHz, CDCl3): 8=1.9-2.1 (m, 15H, NHAc, OAc), 2.16 (dd, 1H,
J(H3e,H32)=8.50Hz, J(H3e,H4)=1.08Hz, H3e), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.98 (ddd, 1H,
J(H5,H)=12.42Hz, J(NH,H5)=11.33Hz, J(H5,H4)=10.04Hz, H5), 4.09 (dd, 1H,
J(H9,H9)'=12.20Hz, J(H9,H8)=9.15Hz, H9’), 4.22 (dd, 1H, J(H6,H5)=10.89Hz,
J(H6,H7)=2.17Hz, H6), 4.54 (dd, 1H, J(H9,H9)=12.20Hz, J(H9,H8)=2.61Hz, H9),
4.95 (s, 3H, 2-OMe), 5.1-5.2 (m, 2H, H8, H4), 5.34 (dd, 1H, J(H7,H8)=4.57Hz,
J(H7,H6)=2.17 Hz, H7), 6.22 (d, 1H, J(NH,H5)=11.33Hz, NH)

Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosonat) (77)**1%®

¢ Masse (ESI): m/z (%)=514.1 [M+Na]" (50), 1005.3 [2M+Na]" (100), M=491
¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.92-2.13 (m,15H, 4xOAc, NHAc), 2.11 (dd, H,
J(H3b,H3a)= 3.51Hz, J(H3b,H4)=11.33Hz, H3b), 2.66 (dd, 1H, J(H3a,H3b)=13.73Hz,
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J(H3a,H4)=4.57Hz, H3a), 3.97 (dd, 1H, J(H9",H9)=12.42Hz, J(H9",H8)=6.32Hz, H9"),
4.10 (ddd, 1H, J(H5,H4)=6.32Hz, J(H5,NH)=9.59Hz, J(H5,H6)=10.46Hz, H5), 4.30
(dd, 1H, J(H6,H5)=10.46Hz, J(H6,H7)=2.39Hz, H6), 434 (dd, 1H, J(H9,H9")=
12.42Hz, J(H9,H8)=2.47Hz, H9), 5.06 (ddd, 1H, J(H8,H9)=2.47Hz, J(H8,H7)=6.32Hz,
J(H8,H9")=6.32Hz, HS), 5.26 (ddd, 1H, J(H4,H3a)=4.57Hz, J(H4,H3b)=11.33Hz,
J(H4,H5)=6.32Hz, H4), 5.37 (dd, 1H, J(H7,H8)=6.32Hz, J(H7,H6)=2.39Hz, H7), 6.64
(bd, 1H, J(NH,H5)=9.59Hz, NH)

Methvl(5-acetamido-7,8,9-tri-O-acetyl-2, 3,4, 5-tetradeoxy-2,4-dien-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosonat (718)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=414.0 [M+H]" (80), 436.0 [M+Na]" (100), 849.2 [2M+Na]"
(60), M=413

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): =1.96-2.15 (m, 12H, 3x OAc, 1x NHAc), 3.43 (dd, 1H, J
(H9’,H9)=10.03Hz, I (H9",H8)=2.66Hz, H9"), 3.81 (s, 3H, OMe), 3.95 (ddd, 1H,
J(H5,H6)=9.21Hz, J(H5,H4)=9.01Hz, J(H5NH)=0.40Hz, HS5), 4.22 (dd, IH,
J(H9,H9')=12.49Hz, J(H9,H8)=6.34Hz, H9), 4.59 (dd, 1H, J(H6,H5)=12.49Hz,
J(H6,H7)= 2.45Hz, H6), 4.81 (dd, 1H, J(H4,H5)=8.60Hz, J(H4,H3)=4.09Hz, H4), 5.44
(ddd, 1H, J(H8,H7)=6.04Hz, J(H8,H9)=6.04Hz, J(H8,H9")=2.56Hz, HY), 5.62 (dd, 1H,
J(H7,H8)= 5.93Hz, J(H7,H6)=2.66Hz, H7), 6.37 (d, 1H, J(H3,H4)=4.09Hz, H3)

Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2, 3, 5-trideoxy-2-en-D-glycero-D-galacto-2-
)139,140

nonulopyranosonat (79

¢ Masse (ESI): m/z (%)=496.0 [M+Na]" (80), 969.3 [2M+Na]" (100), M=473

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.92-2.13 (m, 15H, 4xOAc, NHAc), 3.78 (s, 3H,
CO,Me), 4.15 (dd, 1H, J(H5,H6)=12.28Hz, J(H5,H4)=7.37Hz, H5), 4.36 (m, 2H, HO,
H9"), 4.60 (dd, 1H, J(H6,H5)=12.28Hz, J(H6,H7)=2.86Hz, H6), 5.30 (ddd, 1H, HS),
5.46 (m, 2H, H7,H4), 5.94 (d, 1H, J(H3,H4)=2.86Hz, H3)

¢ C-NMR (63MHz, CDCl3): §=20.05 (4xOAc), 22.9 (NHAc), 46.5 (OMe), 52.4 (C5),
61.9 (C9), 67.6, 67.9 (C8, C7), 70.7 (C6), 107.8, 112.5 (C3, C4), 145.0 (C2), 161.5
(C1), 170.0- 170.5 (4xOAc, NHAc)
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2-{[Methyl(5-acetamido-4,7,8,9,tetra-O-acetyl-3, 5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-non-2-

ulopyranosyl)at]-oxymethyl}-5-hydroxymethyl- furan (80)

Bis-2,5-{[Methyl(5-acetamido-4,7,8,9,tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-

non-2-ulopyranosyl)at]-oxymethyl}- furan (81)

Nach Vorschrift I wurde SMeSA (80mg, 1.5 10*mol) mit Furan 31 (30mg, 1.0 10™*mol)

und DMTST (100mg, 4.0 10*mol) umgesetzt. Hierbei wurde hauptsichlich Zerfall des

Donors zum Glycal und 2fache Eliminierung beobachtet.

SMeSA (205mg, 3.9 10*mol) und Furan 31 (54mg, 2.0 10*mol) werden mit NIS (180mg,

8.0 10"mol) und TMSOTf (20ul) nach Vorschrift II umgesetzt. Per

Saulenchromatographie (Toluol:Aceton 3:1—2:1) werden das Monosialosid 80 und das

Disialosid 81 isoliert. Die erzielten Ausbeuten liegen bei 18% fiir Verbindung 80 und 7%

fiir das Disalosid 81.

Monosialosid (80):

¢ Ausbeute: 11mg (1.8 10™ mol, 18%)

¢ R;=0.25 (CHCI; : MeOH =95:5)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=624.0 [M+Na]" (100), M=601

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCI3): 8=1.9-2.15 (m, 15H, OAc, NHAc), 2.52 (dd,1H, H3e),
3.74 (s, 3H, OMe), 4.0-4.2 m, 3H, HS, H9, H9"), 4.4 (d, 1H, J(CH,H")=12.28Hz,
CH,0Sia), 4.54 (s, 2H, CH,OH), 4.66 (d, 1H, J(CH,H")=12.28Hz, CH,0Sia), 4.70 (dd,
1H, H6), 5.1-5.5 (m, 3H, H4, H7, H8), 6.22 (s, 1H, H4-Furan), 6.28 (s, 1H, H3-Furan)

Disialosid (81):

¢ Ausbeute: 8mg (7.2 10 mol, 7%)

¢ R¢=0.05 (CHCI; : MeOH =95:5)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1075.4 [M+H]" (20), 1097.4 [M+Na]" (100), M=1097.4

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.85-2.15 (m, 30H, OAc, NHAc), 2.61 (dd, 2H,
J(H3e,H3a)= 12.81Hz, J(H3e,H4)= 4.67Hz, H3e), 4.10 - 4. 27 (m, 6H, H9", H9, HS),
3.74 (s, 6H, OMe), 4.32 (dd, 2H, J(H6,H5)=12.20 Hz, J(H6,H7)=2.44Hz, H6), 4.43 (d,
2H, J(CH",H)=13.02Hz, CH,0Sia), 4.69 (d, 2H, J(CH",H)= 13.02Hz, CH,0Sia), 4.85
(ddd, 2H, J(H4,H5) =8.03Hz, J(H4,H3a)=10.27Hz, J(H4, H3e)=4.67Hz, H4), 5.19 (d,
1H, JINH,H5)=9.76Hz, NH), 5.33-5.47 (m, 4H, H8, H7), 6.30 (s, 2H, H3-, H4-Furan)
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3-{[Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3, 5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-non-2-

ulopyranosyl)at]-oxymethyl}-4-hydroxymethylfuran (82)

SMeSA 73 (170mg, 3.2 10*mol) und Furan 33 (44mg, 3.5 10%mol)  werden in

Acetonitril/CH,Cl, (2:1, 3ml, abs.) geldst, Trockenpulver 4A zugegeben und 3h bei RT

gertihrt. Dann wird auf -40°C gekiihlt und NIS (180mg, 0.8mmol) und TMSOT{ (20ul)

zugegeben. Nach 4h ist der Donor nahezu vollstindig abreagiert (DC-Kontrolle). Es wird

CH,Cl, zugegeben, mit NaHCOs-, NaS,03- und NaCl- Losung extrahiert, die organische

Phase iiber NaSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Per

Saulenchromatographie (Tol:Ac=3:1) werden 5 Fraktionen isoliert, Fraktion 5 lieferte das

Monosialosid 82.

¢ Ausbeute: 23mg (3.8 10°mol, 12%)

¢ R¢=0.08 (CHCI; : MeOH =95:5)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=624.0 : [M+Na]" (100), M=601.

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCI3): 8=1.85-2.15 (m, 15H, OAc, NHAc), 2.48 (dd, 1H,
J(H30,H3 0)=12.81Hz, J(H30,H40)=5.08Hz, H3a), 2.61 (dd, 1H, J(H3B,H3'B)
=12.61Hz, J(H3B,H4B)= 4.47Hz, H3p), 3.74 (s, 3H, OMe), 4.0-4.2 m, 3H, HS5, H9,
H9"), 4.41 (d, 1H, J(CH",H)= 11.80Hz, CH,0Sia), 4.53 (d, 2H, CH,OH), 4.56 (dd, 1H,
J(H6,H7)= 4.27Hz, J(H6,H5)=11.18Hz, H6), 4.76 (d, 1H, J(CH',H)=11.80Hz,
CH,0Sia), 4.89 (m, 1H, H4p), 5.20 (d, 1H, JINHB,H5)= 9.76Hz, NHp), 5.31 (ddd, 1H,
J(H8,H7)= 8.34Hz, J(H8,H9)= 7.32Hz, J(H8,9")=2.3 Hz, HS), 5.45-5.5 (m, 2H, H4,
H7), 5.58 (d, 1H, JINHa,,HS)= 9.76Hz, NHa), 7.45 (s, 1H, H5-Furan), 7.49 (s, 1H, H2-

Furan).

3-Ethoxycarbonylmethyl-oxymethyl-4-(2,3,4-tri-O-benzoyl- -L-fucopyranosyl-oxymethyl)-
furan (86), (87)

Verbindung 35 (200mg, 3.4 10™*mol) wird in CH,Cl, (10ml) gelost, Ag,O (220mg, 1.0 107
mol), Bromessigsdureethylester (770mg, 1.0 10”mol) und TBAI (110mg, 3.4 10 mol)
zugegeben und 14h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Der Niederschlag wird abfiltriert und
das Losungsmittel anschlieBend evaporiert. Per Sdulenchromatographie (PE:EE=2:1) wird
aufgereinigt und das Produkt 86 (52mg, 7.7 10°mol) mit 55% Ausbeute sowie ein
zweifach reagiertes Produkt 87 (30mg, 4.1 10 mol) mit 29%Ausbeute erhalten.

¢ R;=0.3 (PE:EE=3:2)
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¢ Masse (ESI): m/z (%)=695.0 [M+Na]" (100), M=672

¢ 'H-NMR (250 MHz, CDCl;): 8=1.28 (t, 3H, J(CH,CH;,CH,Me)=7.11Hz, CH,CH3),
1.36 (d, 3H, J(CH3,H5)= 6.42Hz, CH3) 4.08 (dq, 1H, J(H5,CH3)=6.42Hz, H5), 4.20 (q,
2H, J(CH,Me,CH,CH3)=6.88Hz, CH2Me), 4.25 (s, 2H, CH,Furan), 4.65Hz (d, 1H,
J(CH,H')=12.39Hz, CH',Furan), 4.83 (d, 1H, J(H1,H2)=7.80Hz, Hl), 4.90 (d, 1H,
J(CH,H")=12.84Hz, CH,Furan), 5.53 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.32Hz, J(H3,H4)=3.44Hz,
H3), 5.70 (dd, 1H, J(H4,H3) =2.75Hz, J(H4,0) =0.45Hz, H4), 5.75 (dd, 1H, J(H2,H3)=
10.55Hz, J(H2,H1)= 7.80Hz, H2), 7.41-8.1 (m, 17H, OBz, H2-Furan, H5-Furan),

¢ C-NMR (68 MHz, CDCI3): =14.1 (OCH,CHj3), 16.3 (CH3-Fuc), 60.7, 61.5, 63.3,
(OCH,CHj3;, CH,0Fuc, CH,0S4ure) , 67.0, 69.7, 71.1, 72.1 (C2-, C3, C4-, C5-Fuc),
99.5 (C1-Fuc),120.6, 122.3 (C3-, C4-Furan), 128.2-133.3 (15x CBz), 142.1 (C2-, C5-
Furan), 165.1, 165.6, 165.9 (3xCBz), 170.1 (CO,Et).

3-(Ethoxycarbonyvl)methyloxycarbonylmethyl-oxymethyl-4-(2,3,4-tri-O-benzoyl- - L-

fucopyranosyl-oxymethyl)-furan (87)

¢ R;=0.25 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=731.1 [M+H]" (40), [M+Na]" =753.0 (40), M=730

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.27 (t, 3H, J(CH,CH;,CH,CH;)=7.11Hz, CH,CH3),
1.37 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.42Hz, CHs-Fuc), 4.09 (dq, 1H, J(H5,CH;)=6.42Hz,
J(H5,H4)= 0.41Hz, H5), 4.12 (s, 2H, CH,CO,E), 4.16 (s, 2H, CH,CO,R), 4.20 (q, 2H,
J(CH2CH;,CH,CH;3)=7.11Hz, CH,CHs), 4.60 (d, 1H, J(CH',H )=12.39Hz,
CH',Furan), 4.83 (d, 1H, J(H1,H2)=7.80, H1), 4.84 (s, 2H, CH,Furan), 4.87 (d, 1H,
J(CH,H")=12.39HZ, CH’,Furan), 5.53 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.32Hz, J(H3,H4)=3.44Hz
H3), 5.71 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.44Hz, H4,H5)=0.41Hz, H4), 5.75 (dd,1H, J(H2,H1)=
7.80Hz, J(H2,H3)=10.32Hz, H2), 7.41-8.1 (m, 17H, OBz, H2-Furan, H5-Furan)

¢ BC-NMR (68 MHz, CDCI3): 8= 14.1 (OCH,CHj3), 16.3 (CH3-Fuc), 56.7, 61.0, 61.3,
(OCH,CHj3, CH,OFuc, CH,0S4ure), 67.9, 68.1 (2x CH,CO3R), 69.7, 69.7, 71.1, 72.1
(C2-, C3, C4-, C5-Fuc), 99.7 (Cl1-Fuc), 119.6, 120.5 (C3-, C4-Furan), 128.2-133.4
(15x CBz), 142.1, 143.1 (C2-, C5-Furan), 165.1, 165.6, 165.9 (3xCBz), 169.2, 169.6
(2x CO5R)
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3-(Ethoxycarbonyvl)methyl-oxymethyl-4-(2,3,4, 6-tetra-O-benzoy!--D-galactopyranosyl-

oxymethyl)-furan (88)

Verbindung 40 (100mg, 1.4 10™* mol) wird in CH,Cl, (2ml) geldst, Ag,O (80mg, 4.0 10™

mol), Bromessigsdureethylester (200ul, 4.0 10* mol) und TBAI (70mg, 2.0 10* mol)

zugegeben und 14h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Der Niederschlag wird abfiltriert und

das  Losungsmittel  evaporiert.  Aufreinigung  mittels  Siulenchromatographie

(PE:EE=2:1—1:1) liefert 26% an Produkt 88 (29mg, 3.6 10° mmol) und 16% an

Nebenprodukt 89 (19mg, 2.2 10 mol).

¢ R;=0.64 (PE:EE=3:2)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=815.1 [M+Na]", M=792

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.29 (t, 3H, J=6.96Hz, OCH,CH;), 4.14 (s, 2H,
CH,CO3R), 4.36 (dd, 1H, J(H6,H6")= 12.90Hz, J(H6,HS5) =6.75Hz, H6), 4.47 (ddd,
1H, J(H5,H6)=6.55Hz, J(H5,H6")=6.55Hz, J(H5,H4)=0.55Hz, HS), 4.66 (d, 2H,
J(CH,H")=12.28Hz, CH,Furan), 4.74 (dd, 1H, J(H6',H6)=12.09Hz, J(H6 ,HS)=
6.55Hz, H6"), 4.85 (s, 2H, CH,Furan), 4.90 (d, 1H, J(H,H")=12.28Hz, CH,Furan), 4.93
(dd, 1H, J(H1,H2)=7.78Hz, H1), 5.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.44Hz, J(H3,H4)= 3.48Hz,
H3), 5.84 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.44Hz, J(H2,H1)=7.78Hz, H2), 6.02 (dd, 1H,
J(H4,H3)=3.48Hz, J8H4,H5)= 0.55Hz, H4), 7.4-8.12 (m, 22H, Bz, H2-, H5-Furan)

3-(Ethoxycarbonyl)methyl-oxycarbonylmethyl-oxymethyl-4-(2,3,4, 6-tetra-O-benzoyl- 3-D-

galactopyranosyl-oxymethyl)-furan (89)

¢ R(=0.52 (PE:EE=3:2)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=873.1 [M+Na]" (100), M=850

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.29 (t, 3H, J=6.96Hz, OCH,CH;), 4.14 (s, 2H,
CH,CO3R), 4.18 (s, 2H, CH,CO;R), 4.36 (dd, 1H, J(H6,H6 )= 12.90Hz, J(H6,HS)
=6.75Hz, H6), 4.47 (ddd, 1H, J(H5,H6)=6.55Hz, J(HS5,H6")=6.55Hz, J(HS5,H4)=
0.55Hz, HS), 4.66 (d, 2H, J(CH,H")=12.28Hz, CH,Furan), 4.74 (dd, 1H, J(H6",H6)=
12.09Hz, J(H6',H5)=6.55Hz, H6"), 4.85 (s, 2H, CHyFuran), 4.90 (d, 1H, J(H,H )=
12.28Hz, CH';Furan), 4.93 (dd, 1H, J(H1,H2)=7.78Hz, H1), 5.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=
10.44Hz, J(H3,H4)= 3.48Hz, H3), 5.84 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.44Hz, J(H2,H1)=
7.78Hz, H2), 6.02 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.48Hz, J8H4,H5)=0.55Hz, H4), 7.4-8.12 (m,
22H, Bz, H2-, H5-Furan)
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfato-oxymethyl-furan
(90)
Verbindung 40 (5.0g, 7.08 10°mol) wird in DMF (15ml) geldst, Pyr-SO; (1.5g, 9.5 107

*mol) zugegeben und 10h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Das Losungsmittel wird

evaporiert und und der Riickstand mit AcCN/Wasser= 1:3 auf einer RP18-Sdule oder mit

CHCIl3/MeOH= 5:1 auf einer Silicasdule chromatographiert, dabei wird das Produkt 90

(5.4g, 6.8 10~ mol) mit 97% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R¢=0.5 (AcCN/H,0 =1:1); 0.1 (CHCIl3/MeOH=5:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=785.2 [M-H] (100), M=786

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 60") 34"

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=4.31 (dd, 1H, J(H5,H6)=10.09Hz, J(H5,H6")= 6.88Hz,
H5), 4.38 (dd, 1H, J(H6',H6)=12.16Hz, J(H6',H5)=6.88Hz, H6"), 4.48 (d, 1H,
J(CH,H)=12.84Hz, CH,H'OGal), 4.63 (dd, 1H, J(H6,H6")=12.16Hz, J(H6,HS5)=
10.09Hz, H6), 4.65 (d, 1H,J(H,H")=12.84Hz, CH,H"-OGal), 4.77 (s, 2H, CH,Sulfat),
4.96 (d, 1H, J(H1,H2)= 7.11Hz, H1), 5.64 (dd, 1H, J(H3,H2)=11.01Hz, J(H3,H4)=
2.75Hz, H3), 5.69 (dd, 1H, J(H2,H1)=7.11Hz, J(H2,H3)=11.01Hz, H2), 5.93 (dd, 1H,
J(H4,H5)= 1.37Hz, J(H4,H3)=2.75Hz, H4), 7.6-8.0 (m, 22H, Bz, H2-, H5-Furan)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCl3): 8=55.06 (CH,Sulfat), 61.48 (C6-Gal), 62.07 (C-
CH,0OGal ), 68.11, 69.08, 70.08, 71.51, (C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 100.01 (C1-Gal),
119.23, 120.78 (C3/4-Furan), 128.1-133.5 (20xCBz), 142.1, 143.06 (C2/5-Furan),
165.50, 165.60, 165.68, 166.64 (4x CBz)

3-FD-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan (GSF) (91)

Verbindung 90 (1.0g, 1.27 10~ mol) wird in Methanol (20ml) geldst, NaOMe (170mg, 3.15

10°mol) zugegeben und 5h bei RT gerithrt (DC-Kontrolle) und das Losungsmittel

evaporiert und der Riickstand in H,O aufgenommen und mit CH,Cl, extrahiert. Die

wassrige Phase wird lyophylisiert und das Produkt entweder mittels AcCN/H,O = 19:1 auf

einer Silica-Chromatographiesdule oder mittels preparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit

AcCN/H,0=2:98 aufgereinigt und Verbindung 91 (400mg 1.08 10”°mol) mit 85%

Ausbeute als weilles Pulver erhalten.

¢ R=0.7 auf Merck Si80-Alufolien, 0.57 auf Macherey&Nagel Polygram sil
(AcCN/H,0 =9:1)

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0O =2:98) 5’

¢ Masse: (ESI): m/z (%)=369.0 [M-H] (100), M=370
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¢ 'H-NMR: (250MHz, D,0): §=3.53 (dd, 1H, J(H2,H3)=9.81Hz , J(H2,H1)= 7.68Hz,

H2), 3.64 (dd, 1H, J(H3,H2)=9.81Hz, (dd, 1H, J(H3,H4)=3.20Hz, H3), 3.73 (ddd, 1H,
J(H5,H6)=5.86Hz, J(H5,H6")=6.29 Hz, J(HS5,H4)=1.60Hz, HS5), 3.81 (dd, IH,
J(H6,H6")=12.37Hz, J(H6,H5)=5.86Hz, H6), 3.83 (dd, 1H, J(H6',H6)=12.37Hz,
J(H6' ,H5)=5.86Hz, H6"), 3.94 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.41Hz, J(H4,H5)=1.60Hz, H4),
4.48 (d, 1H, J(H1,H2) =7.68Hz, H1), 4.68 (d, 1H, J(CH,CH")=11.52Hz, CH ,Furan),
4.90 (d, 1H, J(CH,H")=11.52Hz, CH ,Furan), 5.07 (s, 2H, CH,Sulfat), 7.65 (s, 1H, H5-
Furan), 7.68 (s, 1H, H2-Furan)

13C-NMR (63 MHz, CDCls): 6=65.5, 65.6, 65.7 (CH,Sulfat, CH,OGal, C6-Gal), 73.2,
75.3, 77.3, 79.6 (C2-, C3-, C4-, C5-Gal), 105.9 (C1-Gal), 123.9, 124.7 (C3-, C4-
Furan), 148.0, 148.1 (C2-, C5-Furan)

3-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- FL-fucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan (92)

Verbindung 35 (500mg, 8.5 10*mol) wird in DMF (10ml) geldst, Pyr-SOs (165mg, 1.0 10°

‘mol) zugegeben und 10h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Das Ldsungsmittel wird

evaporiert und der Riickstand mit AcCN/Wasser=1:3 auf einer RP18-Sédule oder mit
CHCI3/MeOH= 5:1 auf einer Silicaséule chromatographiert und das Produkt 92 (270mg,
4.2 10 mmol) mit 50% Ausbeute erhalten.

¢

14
¢
14

R¢=0.05 (AcCN/H,0 =1:1)

Masse (ESI): m/z (%)= 665.2 [M-H] (100), M=666

HPLC: Analytik (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 607) 29~

'H-NMR (250MHz, DMSO-D6): 8=1.21 (d, 3H, J(CH3,H5)=6.55Hz, CH3), 4.32 (dq,
1H, J(H5,CH3)=6.55Hz, HS), 4.52 (s, 2H, CH,Sulfat), 4.55 (d, 2H, J(CH,H")=12.69Hz,
CHyFuran), 4.72 (d, 1H, J(CH,H")=12.69Hz, CH";Furan), 5.10 (d, 1H, J(HI1,H2)=
7.78Hz, H1), 5.44 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.24Hz, J(H2,H1)=7.78 Hz, H2), 5.55 (dd, 1H,
J(H4,H5)=0.81Hz, J(H4,H3)=3.48Hz, H4), 5.63 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.24Hz,
J(H3,H4)=3.48Hz, H3), 7.41-8.1 (m, 17H, OBz, H2-Furan, H5-Furan)

BC-NMR (63MHz, CDCl;): 8="C-NMR (63MHz, CDCI3): 6=16.14 (CH3), 55.06
(CH,OFuc), 61.54 (CH,OSulfat), 69.7, 69.97, 70.97, 72.11 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc),
99.7 (C1-Fuc), 120.26 (C3-Furan), 124.77 (C4-Furan), 128.1-133.6 (15x CBz), 142.0,
142.4 (C2-, C5-Furan). 164.7-166.1 (3x CBz)
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3-FL-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan (93)

Verbindung 92 (70mg, 5.8 10°mol) wird in Methanol (5ml) geldst, NaOMe (30pl, 1M-

Lsg.) zugegeben und 5h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Mit Dowex H' Tonenaustauscher

wird neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel evaporiert. Mittels préparativer HPLC

(Lichrospher RP18) mit AcCN/Wasser (AcCN/HO 0:100—100:0 in 40") wird

aufgereinigt und das Produkt (30mg, 5.0 10 mol) mit 86% Ausbeute erhalten.

¢ R¢=0.8 (AcCN/H,0=9:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=375.3 [M-H] (100), M=376

¢ 'H-NMR (63MHz, D,0): 3=1.28 (d, 3H, J(CH;, H5)=6.82Hz, CH3), 3.48 (dd, 1H,
J(H2,H1)=7.68Hz, J(H2,H3)=9.81Hz, H2), 3.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=9.81Hz, J(H3,H4)=
3.41Hz, H3), 3.74 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.41Hz, H4), 3.79 (dq, 1H, J(H5,CH3)=6.54Hz,
H5), 4.44 (d, 1H, J(H1,H2)=7.68Hz, H1), 4.69 (d, 1H, J(CH,H")=12.37Hz, CH";,0OFuc),
4.85 (d, 1H, J(CH,H")=12.37Hz, CH,OFuc), 5.06 (s, 2H, CH,Sulfat), 7.64 (s, 1H, H5-
Furan), 7.67 (s, 1H, H2-Furan)

¢ C-NMR (63 MHz, D,0): =19.9 (CH3), 65.6, 65.7 (2x CH,Furan), 75.1, 75.4, 75.9,
77.5 (C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 105.9 (Cl-Fuc), 123.9, 124.8 (C3-, C4-Furan), 148.0,
148.1 (C2-, C5-Furan).

3-(2,3,4,6-)Tetra-O-benzoy!--D-galactopyranosyl-(1 —>4)-(2,3,6)-tri-O-benzoyl- F-D-

glucopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfato-oxymethyl-furan (94)

Verbindung 45 (250mg, 2.1 10™*mol) wird in DMF (5ml) geldst, Pyr-SO; (70mg, 4.3 10™

mol) zugegeben und 10h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Das Losungsmittel wird

evaporiert und per RP18-Chromatographie auf einer MPLC-Anlage mit AcCN/Wasser =

1:3 chromatographiert. Verbindung 94 (270mg 2.0 10 mol) wird mit 97% Ausbeute als

weiller Schaum erhalten.

¢ R¢=0.4 (AcCN/H,0 =1:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1259.4 [M-H] (60), M=1260

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0 0:100—100:0 in 607) 40’

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=3.71 (ddd, 1H, J(H5Glu,H6 Glu)=1.14Hz, J(H5Glu,
H4Glu)=9.40Hz, J(H6Glu,H5)=6.88Hz, H5Glu), 3.85 (dd, 1H, J(H6 Glu,H5Glu)=
10.55Hz, J(H6'Glu,H6Glu)=12.84Hz, H6'Glu), 3.89 (dd, 1H, J(H6GIlu,H6 Glu)=
12.84Hz, J(H6Glu,H5)=6.88Hz, H6Glu), 4.25 (dd, 1H, J(H4Glu,H5Glu)=9.40Hz,
J(H4Glu, H3Glu)=9.40Hz, H4Glu), 4.49 (dd, 1H, J(H6Gal,H5Gal)=6.88Hz, J(H6Gal,
H6’Gal)=5.50Hz, H6Gal), 4.50 (ddd, 1H, J(H5Gal,H6Gal)=6.88Hz, J(H5Gal, H4Gal)=
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3.44Hz, H5Gal), 4.57 (d, 1H, J(H,H)=14.22Hz, CH ,Furan), 4.66 (dd, 1H, J(H6 'Gal,
H5Gal)= 4.58Hz, J(H6 Gal,H6Gal)=5.50Hz, H6'Gal), 4.75 (d, 1H, J(H,H")=12.39Hz,
CH,Furan), 4.77 (s, 2H, CH,Sulfat), 4.79 (d, 1H, J(H1Gal, H2Gal)= 8.26Hz, H1Gal),
4.88 (d, 1H, J(HIGlu, H2Glu)=7.80Hz, H1Glu), 5.38 (dd, 1H, J(H3Gal,H2Gal)=
10.32Hz, J(H3Gal, H4Gal)=3.44Hz, H3Gal), 5.46 (dd, 1H, J(H3Glu,H4Glu)=9.63Hz,
J(H3Glu, H2Glu)=7.80Hz, H3Glu), 5.72 (dd, 1H, J(H2Gal, H3Gal)=10.78Hz, J(H2Gal,
H1Gal)= 7.57Hz, H2Gal), 5.73 (dd, 1H, J(H4Gal, H3Gal)=3.90Hz, J(H4Gal, H5Gal)=
0.22Hz, H4Gal) 5.79 (d, 1H, J(H2Glu, H1Glu)=9.40Hz, J(H2Glu, H3Glu)=9.40Hz,
H2Glu), 7.05-8.1 (m, 37H, 35Bz, H2-, H5-Furan)

¢ C-NMR (63MHz, CDCls): $=54.9 (CH,Sulfat), 60.9, 61.5, 62.1, (C6-Glu, C6-Gal,
CH»-OGal), 67.5, 69.9, 70.6, 71.3, 71.7, 72.8, 72.9 (C2-, C3-, C4-, C5-Gal, C2-, C3-,
C4-, C5-Glu), 98.9, 100.8 (C1-Glu, Cl1-Gal), 119.9, 120.3 (C3-, C4-Furan), 128.1-
133.4 (35x CBz), (141.3, 141.8 (C2-, C5-Furan), 164.7-166.1 (7x CBz)

3--D-Galactopyranosyl-(1 —=4)--D-glucopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan

(95)

Verbindung 94 (100mg, 7.9 10°mol) wird in Methanol (20ml) geldst, NaOMe (30ul, 1M-

Lsg.) zugegeben und Sh bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Es wird mit Dowex H'

Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert, das Ldsungsmittel evaporiert und mittels

praparativer HPLC (Lichrospher RP18) mit AcCN/Wasser aufgereinigt (AcCN/H,O

0:100—100:0 in 40°). Das Produkt 95 (30mg, 5.0 10° mmol) wird mit 86% Ausbeute

erhalten.

¢ HPLC: Analytik (AcCN/H,0=2:98) 4’

¢ Masse (ESI): m/z (%)=531.3 [M-H] (50), M=532.4

¢ 'H-NMR (250MHz, D,0): 8=3.33 (ddd, 1H, J(H5,H6)'=8.10Hz, J(H5Glu,H6Glu)=
7.46Hz, J(H5Glu,H6'Glu)=1.06Hz, H5Glu), 3.54 (dd, 1H, J(H2Glu,H3Glu)=9.81Hz,
J(H2Glu, H1Glu)=7.46Hz, H2Glu), 3.6-4.1 (m, 12H, (H3Glu, H4Glu, H6Glu, H6 Glu,
H2Gal, H3Gal, H4Gal, H5Gal, H6Gal, H6'Gal) 4.45 (d, 1H, J(H1Glu,H2Glu)=7.68Hz,
HIGlu), 4.54 (d, 1H, J(H1Gal,H2Gal)=7.68Hz, H1), 4.69 (d, 1H, J(CH,H")=11.95Hz,
CH’;Furan), 4.88 (d, 1H, J(CH,H")=11.95Hz, CH,Furan), 5.07 (s, 2H, CH,Sulfat),
7.60Hz (s, 1H, H2-Furan), 7.56Hz (s, 1H, H5-Furan)

3-Furancarbonsdureethylester (96)

wird von der Firma Fluka bezogen.
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3-Hydroxymethylfuran (97)

Ester 96 (10g, 7.0 10”mol) wird in THF, abs. (50ml) gelost und auf 0°C gekiihlt. Es wird

langsam LiAlH4 (4g, 0.1mol) zugegeben und 5h geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung

wird die Reaktion durch Zugabe von EtOH abgebrochen, iiber Celite filtriert und das

Losungsmittel evaporiert. Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie (PE/EE = 3:1

—1:1) liefert Produkt 97 (6.70g, 6.8 10”mol) mit 97% Ausbeute.

¢ Ry=05(PE/EE=1:1)

¢ 'H-NMR (250MHz, D,0): 8=4.51 (s, 2H, CH,Furan), 6.52 (dd, 1H, J(H4,H5)=1.92Hz,
J(H4,H2)=1.06Hz, H4), 7.51 (dd, 1H, J(H2,H5)=1.70Hz, J(H2,H4)=1.07Hz, H2), 7.53
(dd, 1H, J(H5,H4)=1.92Hz, J(H5,H2)=1.70Hz, HS)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCl5): 5=58.6 (CH,OH), 113.6 (C4), 127.9 (C3), 144.2, 147.5
(C2,C))

3-Sulfato-oxymethyl-furan (98)

Verbindung 97 (200mg, 2.04 10”mol) wird in DMF (5ml) geldst, Pyr-SOs (324mg, 2.04

10°mol) und NaOMe (110mg, 2.04 10°mol) zugegeben und bei RT 10h geriihrt (DC-

Kontrolle). Die gesamte Reaktionslosung wird per Kieselgelchromatographie mit CHCI; /

MeOH =4:1 aufgereinigt. Nach Evaporieren des Losungsmittels wird das Produkt 98

(202mg, 1.14 10”mol) mit 56% Ausbeute erhalten.

¢ R;=0.05 (CHCI3/MeOH = 5:1)

¢ Masse (esi) m/z (%)=177.1 [M-H] (100), M=178

¢ 'H-NMR (250MHz, D,0): 8=35.00 (s, 2H, CH,0SO;3H), 6.60 (s, 1H, H4), 7.55 (s, 1H,
H5), 7.67 (s, 1H, H2)

(1,2;3,4)-Di-O-isopropyliden-6-O-ethoxycarbonylmethyl- f-D-galactopyranosid (100a)

Verbindung 99 (550mg, 2.1 10™mol) wird in CH,Cl, (5ml) geldst und mit Ag,O (1.45g,
6.3 10° mol), Bromessigsadureethylester (3.5ml, 6.3 10”mol) und TBAI (730mg, 2.1 10
mol) versetzt und 48h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Der Niederschlag wird abfiltriert
und das Losungsmittel evaporiert. Nach Aufreinigung per Saulenchromatographie
(PE:EE=2:1 — 1:1) wird das Produkt 100a (214mg, 6.2 10™* mmol) mit 30% Ausbeute
neben 100b sauber erhalten.

¢ R;=0.28 (PE:EE=3:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=369.0 [M+Na]" (100), M=346
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¢ 'H-NMR (250MHz, CDCL3): 5=1.10 (t, 3H, J=7.09Hz, CHs), 1.14 (s, 3H, CCH3), 1.25
(s, 3H, CCH3), 1.31 (s, 3H, CCH3), 3.85 (m, 1H, H5), 4.03 (q, 1H, J=6.94Hz, CH,Me),
4.04- 4.14 (m, 2H, H6, H6"), 4.07-4.28 (s, 4H, CH,COOR, H4, H3), 4.44 (dd, 1H,
J(H2,H3)= 7.89Hz, J(H2,H1)=2.51Hz, H2), 5.33 (d, 1H, J(H2,H1)=2.51Hz, H1)

¢ "C-NMR (68 MHz, CDCls): = 16.3 (OCH,CHs), 24.1, 24.6, 25.7, 25.8 (4x Me), 60.4
(OCH,CH3), 66.8, 68.6, 70.2, 70.3, 70.4, 70.9 (C2, C3, C4, C5, C6, CH,CO,R, 96.0
(C1), 108.3, 109.1 (CMe,), 170.1 (CO:R)

(1,2:3,4)-Di-O-isopropyliden-6-O-ethoxycarbonylmethyl-oxycarbonylmethyl- 3-D-

galactopyranosid (100b)

¢ Ausbeute: 19mg (2.2 10° mmol, 16%)

¢ R;=0.20 (PE:EE=3:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=405 [M+H]", 427.0 [M+Na]" (100), M=404

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 6=1.10 (t, 3H, J=7.09Hz, CH3), 1.14 (s, 3H, CCH3), 1.25
(s, 3H, CCH3), 1.31 (s, 3H, CCH3), 3.85 (m, 1H, H5), 4.03 (q, 1H, J=6.94Hz, CH,Me),
4.04- 4.14 (m, 2H, H6, H6"), 4.07-4.30 (s, 6H, 2xCH,COOR, H4, H3), 4.44 (dd, 1H,
J(H2,H3)=7.89Hz, J(H2,H1)=2.51Hz, H2), 5.33 (d, 1H, J(H2,H1)=2.51Hz, H1)

¢ C-NMR (68 MHz, CDCl3): 8= 13.9 (OCH,CH3), 24.2, 24.7, 25.7, 25.8 (4x Me), 60.7
(OCH,CHj3), 63.6, 65.6, 67.7, 67.9, 70.2, 70.5, 70.7 (C2, C3, C4, C5, C6, 2x
CH,CO3R), 96.0 (C1), 108.5, 109.4 (CMe,), 169.4 (2x CO,R)

Phenyl 6-O-acetyl-1 deoxy-1-thio-D-galactopyranosid (103)

Waurde nach Literatur von S.Menzler’> synthetisiert.

Phenyl 6-O-acetyl-2,3,4-O-benzoyl-1-deoxy-1-thio--D-galactopyranosid

Galactose 103 (2.0g, 6.3mmol) wird in Pyridin (20ml) geldst und Benzoylchlorid (3.7ml,

31.5mmol) zugegeben und 12h bei RT geriihrt, wobei ein weiller Niederschlag entsteht.

Das Gemisch wird eingeengt und per Sdulenchromatorgraphie (PE/EE=7:3) aufgereinigt.

Das Produkt 104 (3.91g, 6.2 mmol) wird mit 98% Ausbeute erhalten

¢ R¢=0.45 (PE:EE=7:3)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=649.3 [M+Na]" (100), M=626

¢ '"H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.99 (s, 3H, OAc), 4.28 (dd, 1H, J(H6",H6) =10.09Hz,
J(H6' ,HS5)=4.58Hz, H6"),4.34 (dd, 1H, J(H6,H5)=8.26Hz, J(H6",H6) =10.09Hz, H6),
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4.41 (ddd, 1H, J(HS5,H6)=8.26, J(H5,H6) =4.58Hz, H5), 5.07 (d, 1H, J(H1,H2)=9.63Hz,
H1), 5.62 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.09Hz, J(H3,H4)=3.21Hz, H3), 5.79 (dd, 1H,
J(H2,H3)=9.86Hz, J(H2,H1)=9.86, H2) 5.97 (dd, 1H, J(H4,H3)= 3.21Hz, H4)

2,3.4-Tri-O-acetyl-6-O-t-butyldiphenylsilyl-galactose (108)

Galactose (3.3g, 1.8 10”mol) wird in Pyridin (10ml) suspenidiert, TBDPS-CI (5.1ml, 2.0

10?mol) zugegeben und 12h bei RT geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wird Pyridin

evaporiert, der Riickstand in CH,Cl, aufgenommen und mehrfach mit Wasser extrahiert.

Die org. Phase wird eingeengt und mit einem 1:1 Gemisch Pyridin/Ac,O (20ml) wieder

aufgenommen und erneut 12h bei RT geriihrt. Das Gemisch wird eingeengt, mit CH,Cl,

(10ml) wieder aufgenommen, Hydrazin (2ml) zugegeben und weitere 12h bei RT geriihrt.

Nach vollstaindiger Umsetzung wird weiteres CH,Cl, (30ml) zugegeben und die

organische Phase mit 20%iger Citronensdure und Wasser extrahiert. Die organische Phase

wird iiber NaSO4 getrocknet und das Losungsmittel evaporiert. Per Sdulenchromatographie

(PE/EE=7:3) wird das Produkt 108 (6.85g, 12.6 10”mol) mit 70% Ausbeute sauber

erhalten.

¢ R¢=0.5 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI) m/z (%)=567.1 [M+Na]" (100), M=544

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.5 (s, 9H, CH;), 1.99 (s, 3H, OAc), 2.80 (d, 1H,
JH1a,H2)=3.21Hz, Hla), 3.39 (dd, 1H, J(HIB,H2pB)= 8.83Hz, H1P), 3.61 (dd, 1H,
J(H6,H6")=9.03Hz, J(H6,H5)=7.02Hz, H6), 3.68 (dd, 1H, J(HS5,H6)=5.62Hz,
J(H5,H6)= 4.41Hz, HS), 3.73 (dd, 1H, J(H6",H6)=10.84Hz, J(H6",H5)=5.62Hz, H6"),
4.33 (ddd, 1H, J(H4,H6)=7.32, J(H5,H6")=6.52Hz, J(H4,H5)=0.90Hz, H5p), 4.60 (ddd,
1H, J(H5,H6")= 8.63Hz, J(H5,H6)=7.42Hz, H5a), 5.05 (dd, 1H, J(H2,H3)=12.44Hz,
JH2,H1)= 7.22Hz, H2B),5.11 (dd, 1H, J(H2,H3)=11.34Hz, J(H2,H1)=3.91Hz,
H2a), 5.40 (dd, 1H, J(H3, H4)= 3.21Hz, H3p),5.43 (dd, 1H, J(H3,H4)=3.21Hz,
J(H3,H2)=11.34Hz, H3a), 5.59 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.61Hz, H4p), 5.63 (dd, 1H,
J(H4,H3)=3.41Hz, J(H4,H5)=1.40Hz, H40), 7.3-7.7 (m, 15H, Ph)

¢ C-NMR (63MHz, CDCl3): 8=19.0, 20.5, 20.6, 20.7 (tBuSi), 26.7 (OAc), 61.3, 67.5,
68.0, 68.6, 71.4 (C2, C3, C4, C5, C6), 90.6 (C1), 127.7, 129.7, 129.8, 133.0, 135.5,
(Ph), 170.0. 170.3 (COzR)
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1-Trichloracetimido-2,3,4-Tri-O-acetyl-6-O-tert-butyldiphenvisilyl-galactopyranosid (109)

Galactose 108 (2.0g, 3.68 10°mol) wird in CH,Cl, (10ml) geldst, Trichloracetonitril
(1.Iml, 1.0 10”mol) und DBU (20ul) zugegeben und 1-2h bei 0°C geriihrt. Das
Losungsmittel ~ wird  evaporiert und der  Riickstand {liber eine  kurze

Flashchromatographiesdule aufgereinigt.

3-(2,3,4,-Tri-O-acetyl-6-O-tert-butyldiphenylsilyl- -D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-

(2,3,4-tri-O-benzoyl--L-fucopyranosyl-oxymethyl)-furan (110)

Furanderivat 35 (213mg, 3.6 10*mol) und Imidat 109 (300mg, 4.4 10”mol) werden in

CH,Cl; (10ml) geldst, auf 0°C gekiihlt und TMSOTT (5pul) zugegeben. Es wird 1h bei 0°C

geriihrt (DC-Kontrolle). Die Reaktion wird durch die Zugabe von NaHCOj;-Losung

abgebrochen und anschlieBend gegen Wasser extrahiert. Die organische Phase wird iiber

NaSO; getrocknet, das Losungsmittel evaporiert und der Riickstand mittels

Séulenchromatographie (PE:EE=2:1) aufgereinigt und das Produkt 110 (180mg, 1.6 10

*mol) mit 45% Ausbeute als durchsichtiges Ol sauber erhalten.

¢ R(=0.29 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1135.4 [M+Na]" (100), M=112

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=1.02 (s, 9H, tBu), 1.33 (d, 3H, J(CH;Fuc,H5)=6.66Hz,
CHs3Fuc), 1.98-2.08 (m, 9H, OAc), 3.60-3.72 (m, 2H, H6Gal, H6'Gal), 4.05 (dq, 1H,
J(CH3Fuc,H5)=6.66Hz, H5Fuc), 4.21 (d, 2H, J(CH, H")=11.60Hz, CH,Furan), 4.44 (d,
2H, J(CH,H")=11.60Hz, CHjFuran), 4.59 (dd, 1H, H5Gal), 4.75 (d, 1H,
J(H1,H2)=7.09Hz, H1Gal), 4.85 (d, 1H, J(H1,H2)=7.95Hz, H1Fuc), 5.12 (dd, 1H,
J(H2,H3)=10.31Hz, J(H2,H1)=7.73Hz,H2Gal),5.52 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.96Hz,
J(H3,H4)=3.22Hz, H3Gal) 5.55 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.42Hz, J(H3,H4)=3.54Hz,
H3Fuc), 5.67 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.22Hz, J(H4,H5)=1.07Hz, H4Gal), 5.76 (dd, 1H,
(H1,H2)=7.95Hz, H1Fuc), J(H2,H3)=10.10Hz, H2Fuc), 5.79 (dd, 1H, J(H4,H3)=
3.51Hz, J(H4,H5)=1.71, H4Fuc), 7.0-8.4 (m, 17H, H2-, H5-Furan, OBz)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCly): 8=16.2 (CH3), 18.8, 20.3, 20.4, 20.5 (tBu), 26.5
(OAc),56.1, 60.0 (CH,OR), 61.1, 66.8, 67.5, 68.0, 68.6, 69.5, 70.9, 71.9, 72.9 (C2-,
C3-, C4-, C5-, C6-Gal, C2-, C3-, C4-, C5-Fuc), 98.8, 99.6 (C1Gal, ClFuc), 120.1,
120.3 (C3,C4-Furan) 127.7-135.5 (Ph), 142.0, 142.6 (C2-, C5-Furan), 164.9-170.3
(COzR)



127 Experimenteller Teil

3-(2,3,4,-Tri-O-acetyl--D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-(2,3,4-tri-O-benzoyl- - L-

fucopyranosyl-oxymethyl)-furan (111)

Verbindung 110 (171mg, 1.53 10*mol), 18-Krone-6 (20mg) und TBAF (535mg, 1.7mmol)

werden bei 0°C in THF (20ml) gelost und 1h gerithrt (DC-Kontrolle). Das

Reaktionsgemisch wird in CHCIl; aufgenommen und mit IN-HCI und Wasser

ausgeschiittelt. Die organische Phase wird tiber NaSO, getrocknet und das Losungsmittel

abgezogen. Per Sdulenchromatographie (PE/EE=2:1) wird das Produkt 111 (25mg, 2.8 10

>mol) mit 18% Ausbeute sauber erhalten.

¢ R;=0.29 (PE:EE=2:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=1135.4 [M+Na]" (100), M=874

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCls): 8=1.33 (d, 3H, J(CHsFuc,H5)=6.66Hz, CH;Fuc), 1.98-
2.08 (m, 9H, OAc), 4.05 (dq, 1H, J(CH3Fuc,HS5)= 6.66Hz, H5Fuc), 4.10-4.18 (m, 2H,
H6Gal, H6'Gal), 4.21 (d, 2H, J(CH, H")=11.60Hz, CH,Furan), 4.44 (d, 2H,
J(CH,H")=11.60Hz, CH,Furan), 4.59 (dd, 1H, H5Gal), 4.75 (d, 1H, J(H1,H2)=7.09Hz,
H1Gal), 4.85 (d, 1H, J(H1,H2)=7.95Hz, H1Fuc), 5.12 (dd, 1H, J(H2,H3)=10.31Hz,
J(H2,H1)=7.73Hz,H2Gal), 5.52 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.96Hz, J(H3,H4)=3.22Hz,
H3Gal), 5.55 (dd, 1H, J(H3,H2)=10.42Hz, J(H3,H4)=3.54Hz, H3Fuc), 5.67 (dd, 1H,
J(H4,H3)=3.22Hz, J(H4,H5)=1.07Hz, H4Gal), 5.76 (dd, 1H, (H1,H2)= 7.95Hz,
Hl1Fuc), J(H2,H3)=10.10Hz, H2Fuc), 5.79 (dd, 1H, J(H4,H3)=3.51Hz, J(H4,HS5)=
1.71, H4Fuc), 7.0-8.4 (m, 17H, H2-, H5-Furan, OBz)

¢ C-NMR (63 MHz, CDCls): 8=16.3 (CH3), 26.5 (OAc), 61.1, 61.5, 62.0 (CH,OR, C6-
Gal), 67.0, 67.5, 68.0, 68.6, 69.5, 70.9, 71.9, 72.9 (C2-, C3-, C4-, C5-Gal, C2-, C3-,
C4-, C5-Fuc), 99.2, 99.8 (C1Gal, Cl1Fuc), 120.1, 120.3 (C3,C4-Furan) 127.7-135.5
(Ph), 142.0, 142.6 (C2-, C5-Furan), 164.9-170.3 (CO2R)

Allyl 2,4,6-O-acetyl-3-methoxycarbonyimethyl-3D-galactopyranosid (117)

Verbindung 115 (500mg, 2.4 107 mol) wird in Methanol (10ml) suspendiert, Bu,SnO
(660mg, 2.7 10~ mol) wird zugegeben und 16h auf 70°C erhitzt. Methanol wird evaporiert
und der Riickstand in DMF (10ml) wieder aufgenommen und Bromessigsdureethylester
(1301, 2.7 10™ mol) zugegeben. Es wird weitere 14h bei RT geriihrt (DC-Kontrolle). Der
Niederschlag wird abfiltriert und das Losungsmittel evaporiert. Der Riickstand wird in
Pyridin Acetanhydrid aufgenommen und 10h geriihrt. Dann wird das Losungsmittel wieder

abgezogen und der Riickstand erfolgt mittels Séulenchromatographie aufgereinigt (PE:EE
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= 7:3 —EE). Dabei wird das Produkt 117 (298mg, 7.1 10”mol) mit 30 % Ausbeute

erhalten

¢ R;=0.20 (PE:EE=3:1)

¢ Masse (ESI): m/z (%)=441.0 [M+Na]" (100), M=418

¢ 'H-NMR (250MHz, CDCl3): 8=1.9-2.2 (m, 9H, OAc), 3.67 (s, 3H, OMe), 3.90 (dd,
1H, J=9.63, J=3.67, CHAIlyl), 3.95 (dd, 1H, J= 6.88Hz, J= 1.37Hz, CHAIlyl), 3.99-
4.27 (m, 7H, 2xCHCOOR, H6, H6’, HS), 5.16 (m, 1H, H-Allyl), 5.23 (m, 1H, H-
Allyl), 5.50 (d,1H, J(H1a,H2)= 3.21Hz, Hla), 5.82 (m, 1H, J=5.73Hz, J= 11.01Hz, J=
22.25Hz, Allyl)

¢ C-NMR (68MHz, CDCl3): §=20.5, 20.6, 20.7 (OAc), 51.6 (OMe), 62.1, 66.6, 67.2,
67.4, 68.6, 69.9, 74.4, (C2, C3, C4, C5, C6, CHyAllyl, CH,CO3R), 95.3 (C1), 112.6,
117.8 (C=C-Allyl), 170.0, 170.2, 170.3 (OAc)

Di-O-acetyl-5-maleimidofluorescein (119)

wird von der Firma Fluka bezogen.

4-[5-(di-O-acetyl-fluorescein)]-8-f-D-galactopyranosyloxymethyl-9-sulfatooxymethyl-10-
oxa-4-aza-tricyclo/5.2.1.0°°]dec-8-ene-3,5-dion (121)

GSF 91 (73mg, 1.97 10™*mol) und Maleinimid 119 (102mg, 2.0 10*mol) werden in DMF
(4ml) gelost, auf 45°C erwarmt und 48h geriihrt (HPLC-Kontrolle). Das Lésungsmittel
wird am Hochvakuum evaporiert, mit Wasser aufgenommen und einlyophyllisiert. Der
Riickstand wird dann per preparativer HPLC (RP18 Séule mit HO/AcCN 90%—30% in
40’) aufgereinigt. Das Produkt (69mg, 7.6 10°mol) wird als weiBer Feststoff mit 38%
Ausbeute sauber erhalten.

¢ HPLC (RP18, H,O/AcCN, 100%H,0—0% in 30") =9’, (GSF=5", Biotin=14")

¢ Masse (ESI): m/z (%)=880.1 [M-H] (100), M=881

5-B-D-galactopyranosyloxymethyl-6-sulfatooxymethyl-3-[5-fluorescein]-carbamoy!-7-oxa-
bicyclof2.2.1]hept-5-ene-2-carbonsdure (123)

Verbindung 121 (102mg, 2.0 10™mol) wird in einem Gemisch aus Methanol/ NHs=1:1
(4ml) gelost, 2h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird evaporiert, der Riickstand mit
Wasser aufgenommen und einlyophyllisiert. Per preparativer HPLC (RP18 Sdule mit
H,0/AcCN 100%—20% in 40") wird aufgereinigt. Das Produkt 123 (69mg, 7.6 10°mol)

wird als weiler Feststoff mit 38% Ausbeute sauber erhalten.
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¢ HPLC (RP18, H,O/AcCN, 100%H,0—0% in 30") = 4’
& Masse (ESI): m/z (%)=814.1 [M-H] (30), 406.7 [M-2H]** (100), 270.9 [M-3H]> (30),
M=815

[2-(2-{2-[3-maleinimidopropylamido]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl]-biotinamide (125)

Biotinmaleinimid wird von der Firma Price bezogen.

8-B-D-galactopyranosyloxymethyvl-4-/2-(2-{2-[propylamido]-ethoxy}-ethoxy)-ethyl] -
biotinamide]-9-sulfatooxymethyl-10-oxa-4-aza-tricyclof5.2.1. 0 6] dec-8-ene-3,5-dion (126)

GSF 91 (14.0mg, 3.8 10°mol) und Maleinimid 125 (20mg, 3.8 10 mol) werden in H,O
(2ml) gelost, auf 45°C erwiarmt und 48h geriihrt (HPLC-Kontrolle). Das Losungsmittel
wird einlyophyllisiert. Der Riickstand wird dann per preparativer HPLC (RP18 Saule mit
H>0/AcCN 100%—>60% in 30°) aufgereinigt. Das Produkt 126 (69mg, 7.6 10°mol) wird
als weiler Feststoff mit 38% Ausbeute sauber erhalten.

¢ HPLC (RP18, H,O/AcCN, 100%H,0—0% in 30") =9’, (GSF=5", Biotin=14")

¢ Masse (ESI): m/z (%)=894.3 [M-H] (100), M=895

2,3,4-Tri-O-benzyl- a-L-fucopyranosyltrichloracetimidat (127)

Verbindung 127 wird nach Vorschrift von B. Wegemann synthetisiert.

1-0-Allyl-2,3,4-tri-O-(4-methoxybenzyl)- F-L-fucopyranosid (128)

Verbindung wird nach einer Vorschrift von C. Unverzagt’’ synthetisiert.

3,4-Di-O-acetyl-2-O-(4-methoxybenzyl)-a-L-fucopyranosyl-trichloracetimidat (129)

Verbindung 34 wird nach Vorschrift von T. Eisele” synthetisiert.

(2,3,4-Tri-O-benzyl- o-L-fucopyranosyl)-(1 —=3) oxymethyi-4- hydoxymethyl-furan (b93)

Furanderivat (650mg, Smmol) und Imidat (1.77g, 2.8mmol) werden in CH,Cl, gel6st, auf
0°C gekiihlt und TMSOTTf (20pul) zugegeben. Es wird 3h bei 0°C geriihrt (DC-Kontrolle).
Die Reaktion wird durch die Zugabe halbkonzentierter Na,CO3-Losung abgebrochen und
anschliefend gegen Wasser extrahiert. Die organische Phase wird {iber NaSO4 getrocknet
und das Losungsmittel evaporiert. Es wird mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt
(PE:EE=7:1—>1:1) und das Produkt (602mg, 1.lmmol) mit 73% Ausbeute mit
o/B—Verhiltnis von 4:1 erhalten. R¢ = (PE:EE=2:1)
¢ Masse: M=544



Experimenteller Teil 130

sLewis x: Abstidnde

Statistic Minimum Maximum Variance

DIST GALN_FUC 4,7 5.4 0,0

DIST GALN GAL 5.1 5.8 0,0
DIST GALN_SIA 10,4 11,8 0,1
DIST GALN 09 2,8 3,5 0,0
DIST GALN N5ME 13,9 16,1 0,1
DIST FUC_GAL 43 6,1 0,1
DIST FUC_SIA 8,7 12,2 0,3
DIST FUC 09 2,2 3.2 0,0
DIST FUC N5ME 12,0 16,2 0,5
DIST GAL_SIA 6,0 6,7 0,0
DIST GAL_09 2,8 3,7 0,0
DIST GAL N5SME 9,7 11,0 0,0
DIST SIA 09 8,5 9,9 0,1
DIST SIA N5ME 3,8 43 0,0
DIST 09 N5ME 12,3 14,1 0,1

Furan-o-Fucoside: Abstinde

Statistic Minimum Maximum Variance
DIST X FUC 4.4 6,4 0,1
DIST X GAL 4.8 6,6 0,1
DIST X SIA 6,7 12,6 1,3
DIST X 09 3,5 15,5 6,2
DIST X NAC 8,5 16,8 2.5
DIST FUC GAL 4,7 11,1 2,2
DIST FUC_SIA 7,3 16,9 4.7
DIST FUC 09 4.5 18,2 12,0
DIST FUC NAC 8,8 21,1 6,0
DIST GAL SIA 5,4 6,7 0,0
DIST GAL 09 5,8 10,5 1,1
DIST GAL NAC 9,1 11,0 0,1
DIST SIA 09 5,0 6,8 0,2
DIST SIA NAC 3,9 4.4 0,0
DIST 09 NAC 4.7 9,4 0,8

Furan-B—Fucoside: Abstinde
Statistic Minimum Maximum Variance
DIST FURA GAL 4.9 6,6 0,1
DIST FURA_SIA 8,5 12,6 0,6
DIST FURA _FUC 4,3 6,5 0,1
DIST GAL SIA 5,3 6,7 0,0
DIST GAL FUC 4.5 10,8 1,7
DIST SIA FUC 7,1 16,5 3,7

Tabelle 2: Abstdnde der per Molecular Modeling gerechneten Verbindungen
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I sLewis x: Winkel I

Statistic

Minimum

Maximum

Variance

ANGLE_GALN FUC_GAL
ANGLE_GALN FUC_SIA
ANGLE_GALN GAL_SIA
ANGLE_FUC_GAL SIA
ANGLE_FUC_SIA_GALN
ANGLE_SIA_GALN_FUC
ANGLE_SIA_GALN_GAL
ANGLE_GAL SIA FUC

Furan-B—Fucosid: Winkel
Statistic

56,9
63,5
1232
102,1
23,7
46,6
3,0
2,8

Minimum

73,0
108,9
1744
174,1
28,9
90,7
31,2
31,9

Maximum

6,1
59,0
64,6
130,2

0,5
57,7
19,1
21,3

Variance

ANGLE FURA GAL SIA
ANGLE_FURA_SIA FUC
ANGLE_FURA FUC_SIA
ANGLE_FURA SIA GAL
ANGLE_FURA_GAL FUC
ANGLE_FURA _FUC_GAL
ANGLE_GAL FURA_SIA
ANGLE_GAL_SIA FURA
ANGLE_GAL _SIA_FUC
ANGLE_GAL FUC SIA
ANGLE_GAL FURA FUC
ANGLE_GAL FUC FURA
ANGLE_SIA_FURA_FUC
ANGLE_SIA_FUC_FURA
ANGLE_SIA_GAL FUC
ANGLE_SIA_FUC_GAL
ANGLE_SIA_GAL FURA
ANGLE_FUC_FURA_GAL
ANGLE_FUC_GAL FURA
ANGLE_FUC_SIA GAL
ANGLE_FUC_GAL SIA
ANGLE_FUC_FURA_SIA
ANGLE_FUC_SIA FURA

Furan-o—Fucosid: Winkel
Statistic

88,9
12,7
20,8
2.4
24,3
22,8
2,1
2,4
0,9
0,9
43,6
22,8
31,1
20,8
70,5
0,9
88,9
43,6
24,3
0,9
70,5
31,1
12,7

Minimum

175,6
39,2
122,1
45,7
73,8
81,7
49,1
45,7
59,6
63,1
132,9
81,7
146,4
122,1
178,2
63,1
175,6
132,9
73,8
59,6
178,2
146,4
39,2

Maximum

248.9
17,8
315,8
58,9
70,3
89,4
66,9
58,9
183,2
158,0
287,9
89,4
4298
315,8
645.6
158,0
2489
287,9
70,3
183,2
645,6
4298
17,8

Variance

ANGLE_X_FUC_GAL
ANGLE_X_GAL_SIA

ANGLE_X FUC_SIA
ANGLE_FUC_X_GAL
ANGLE_FUC_GAL SIA
ANGLE_FUC_X_SIA
ANGLE_GAL_X_SIA
ANGLE_GAL FUC SIA
ANGLE_GAL X _FUC
ANGLE_SIA X FUC
ANGLE_SIA_FUC_GAL
ANGLE SIA GAL X

16,2
72,2
20,1
44,2
70,6
38,3
3,0
1,1
442
38,3
1,1
72,2

80,2
173,7
117,7
147 4
177,6
1484
60,9
57,9
147 4
148 4
57,9
173,7

115,1
347,1
396.,9
395,7
568,7
565,6
107,6
150,6
395,7
565,6
150,6
347,1

Tabelle 3: Winkel der per Molecular Modeling gerechneten Verbindungen
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5.3 Abbildung der NMR-Spektren

3-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- -L-fucopyranosyloxymethyl)-4-hydroxymethyl-furan (35)
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3,4-Bis-(2,3,4-tri-O-benzoyl- -L-fucopyranosyloxymethyl)-furan (36)
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyloxymethyl)-4-hydroxymethyl-furan (40)
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3,4-Bis-(2,3,4,6-tetra-O-benzoyl- f-D-galactopyranosyloxymethyl)-furan (41)
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3--D-Galactopyranosyloxymethyl-4-hydroxymethyl-furan (42)

H 25214: LORENZ C0300; L1416 IN D20 PRESAT 28L

"»CHZ'FLH

Abbildung 91
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-f-D-galactopyranosyl-(1-—4)-2,3,6-tri-O-benzoyl--D-
glucopyranosyloxymethyl)-4-hydroxymethyl-furan (45)

H 26162: MEISTER C0300; B180/3 IN CDCL3
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl- -D-galactopyranosyl-(1—-4)-(2,3,6)-tri-O-acetyl- f-D-gluco-
pyranosyl-oxymethyl)-4-(2,3,4-tri-O-benzoyl- 3-L-fucopyranosyloxymethy)l-furan (52)
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3--D-Galactopyranosyl(1 —=4)--D-glucopyranosyloxymethyl-4- -L-fucopyranosyl-

oxymethyl-furan (53)
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2,3,4-Tri-O-benzoyl-f-L-fucopyranosyl-oxymethyl-furfural (55)

H 26504: MEISTER E080; B241/2 IN CDCL3
OBZOBz
OBz
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2-(2,3,4-Tri-O-benzoyl- -L-fucopyranosyl-oxymethyl)-5-t-butyldiphenylsilyloxymethy!-
furan (62)
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2-f-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-5-hydoxymethyl-furan (64)
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2-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyloxymethyl)-5-(2, 3,4-tri-O-benzoyl--L-
fucopyranosyloxymethyl)-furan (65)
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2--D-Galactopyranosyloxymethyl-5- -L-fucopyranosyloxymethyl-furan (66)
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2-(f-D-galactopyranosyl(1—>4)--D-glucopyranosyl-oxymethyl)-5--L-fucopyranosyl-
oxymethyl-furan (68)
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Methyl(5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosat) (72)
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AcO CO,Me
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AcHN' 07/ TOAc

AcO

Abbildung 103

3-{[Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosyl)at]-oxymethyl}-4-(2,3,4-tri-O-benzoyl- f-L-fucopyranosyloxymethyl)-
furan (75)
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Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-2-O-methyl-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosyl)onat (76)
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AcO CO,Me
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Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulo-

pyranosonat) (77)
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Methyl(5-acetamido-7,8,9-tri-O-acetyl-2,3,4,5-tetradeoxy-2,4-dien-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosonat (78)

H 26315: MEISTER C0300; B193/1 IN CDCL3
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Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-non-2-en
ulopyranosonat) (79)
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H 26318: MEISTER C0300; B193/2 IN CDCL3

+H3

T T T T T T
4.2 4.0 3. 3.6 3.4 3.2

T T T T T T T T T T
6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 48 46 44
(ppm)

T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 56 5.4 5.2 5.0 48 46 4.4 4.2 4.0 3.8 36 3.4 32
(ppm)

Abbildung 109

2-{[Methyl(5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-non-2-
ulopyranosyl)at]-oxymethyl}-5-hydroxymethyl-furan (80)
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Bis-2,5-[Methyl(5-acetamido-4,7,8,9,tetra-O-acetyl-3,5-dideoxy-D-glycero-D-galacto-2-
non-2-ulopyranosyl)at]-oxymethyl-furan (81)
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3-(Ethoxycarbonyl)-methyloxycarbonylmethyl-oxymethyl-4-(2,3,4-tri-O-benzoy!- - L-
fucopyranosyl-xymethl)-furan (87)
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3-(Ethoxycarbonyl)methyloxymethyl-4-(2,3,4, 6-tetra-O-benzoyl--D-galactopyranosyl-
oxymethyl)-furan (88)

FuraCH2Furan

T T T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15
(ppm)
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3-(Ethoxycarbonyl)methyloxycarbonylmethyl-oxymethyl-4-(2, 3,4, 6-tetra-O-benzoyl--D-

galactopyranosyloxymethyl)-furan (89)
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3-(2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-f-D-galactopyranosyl-oxymethyl)-4-sulfato-oxymethyl-furan

(90)

(ppm)

Abbildung 115

3--D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan (GSF) (91)
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Experimenteller Teil

BJINSZHO—

(ppm)

Abbildung 117
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3-(2,3,4-Tri-O-benzoyl-f-L-fucopyranosyloxymethyl-4-sulfato-oxymethyl-furan (92)
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