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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Durch wegweisende Entdeckungen in der Biologie inndier Biochemie zu Beginn der 80er
Jahre des 20. Jahrhunderts wurde deutlich, dass &4t in Prozessen vivo einzugreifen
vermag und nicht wie bis dahin vermutet eine reassive Rolle als Ubertrager von
Informationen wahrnimmt. Mit der Entdeckung der &pme durch T. R. Cech und S.
Altman war ein erster Beweis gefunden worden, daZellen RNA-Molekile existieren, die
iiber katalytische Aktivitat verfiigéfi - eine Fahigkeit, die man bis dahin lediglich den
Proteinen zugeschrieben hatte.

Durch diese herausragende Entdeckung, die 1983enit Nobelpreis belohnt wurde und
gleichzeitig die These einer RNA-Welt in den fril&masen des Lebens auf der Erde stitzte,
gerieten RNA-Molekule in den Blickpunkt der medizchen Forschung. Sie wurden als so
genanntesdrug-target erkannt und boten einen neuen Ansatz fur dieajezEntwicklung
pharmazeutischer Wirkstoffe’

Gute Leitmotive fur die Synthese RNA-bindender Mdle sind Naturstoffe, deren
RNA-Bindungseigenschaften schon seit langerem bekamd daher oftmals gut untersucht
sind. Eine Klasse von Naturstoffen, deren Fahigket RNA-Molekilen zu interagieren,
schon vor Uber 60 Jahren entdeckt wurde, sind cindglycoside. Aminoglycoside sind in
der Lage RNA-gesteuerte Prozesse in der Zelle lzibigren oder zu modifizieren, indem sie
an passende RNA-Motive binden und so eine strulkkuhéeranderung oder Blockierung
essentieller katalytischer Zentren verursachenw&chselwirken sie beispielsweise mit dem
Hammerhead- und dem Hairpinribozym, greifen duraghdBng an das Ribosom in die
Proteinbiosynthese ein und vermégen es auch ale \REA zu binden und so Einfluss auf
die Replikation von Viren zu nehméh.

Mit Neomycin B ist in Abbildung 1.1 ein

NH
Aminoglycosid gezeigt, welches auch heute nc Hagég‘
in der Behandlung zahlreicher bakteriell H,oN NH,
Infektionen Anwendung findet. HO o % = NH,
Aminoglycoside  enthalten ein zentrale HO HyN
Aminocyclitol, welchegO-glycosidisch mit einem O\_O OH

|
oder mehreren Mono- und Diaminozucke H2N  OH
L Abb. 1.1: Neomycin B.
verknupft ist.
Mehrere Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass

den Aminogruppen der Aminoglycoside eine Schlisflelr bei der Bindung an

-1 -
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unterschiedliche RNA-Molekile im Korper und damiich eine Schltsselrolle bei der
Entfaltung ihrer biologischen Wirkung zukommt. DeeBefund lasst schliel3en, dass durch
Synthese beliebig verkntpfter Diaminozucker, dgeSlibstrukturen in den Aminoglycosiden
enthalten sind, neue RNA-Liganden gefunden werdebnné&n, die verbesserte
RNA-Bindungseigenschaften zeigen oder gegebensenfatur Entdeckung neuer
RNA-Bindungsmotive und somit zu neuen, interessa¢@kstoffen fihren.

Im Fall der Aminoglycoside sind die Kohlenhydratbsaine O-glycosidisch miteinander
verknlipft. Diese Art der Verknipfung ist bei einerain synthetischen Ansatz zur
Entwicklung neuer RNA-Liganden von Nachteil. Zwadstiert eine Reihe von etablierten
Methoden fiir die Synthese v@Glycosident! jedoch gelingt deren Synthese nicht immer
mit den gewilnschten Ausbeuten und StereoselekénitdAus diesem Grund werden
modifizierte Aminoglycoside fast immer aus biosygttech gewonnen Aminoglycosiden
dargestellt.

Im Gegensatz zuD-glycosidischen Verkniupfung stellen Stereoseletdten und Ausbeuten
bei der chemischen Verknipfung einzelner Bausteailbech eine Peptidbindung flr
gewshnlich kein Problem daf.Unterschiedliche Arbeiten in den letzten Jahrégere dass
auch Carboxyl- und Aminogruppen-tragende Kohlenatmhusteine, so genannte
Zuckeraminoséuren, auf diese Art mit hohen Ausheuterkniipft werden kénnen’
Zentrale Idee des vorliegenden Projekts war dahee @&ynthese neuartiger
Zuckerdiaminosauren, - Kohlenhydrate mit zwei Angingopen und einer Carboxylgruppe -
welche im Sinne einer Peptidkupplung mit etablieddethoden verkntpft werden kdnnen.
Dieses Konzept fuhrt schon mit wenigen untersciikdh Zuckerdiaminosaurebausteinen zu
einer Vielzahl an moglichen neuen RNA-Liganden umdtet durch das Vorhandensein
zweier geeignet geschutzter Aminogruppen die Mbgkit neben linearen, auch verzweigte
Oligomere zu synthetisieren.

Die Entwicklung neuer RNA-Liganden ist heutzutagenvbesonderer Bedeutung, da
zunehmend multiresistente Keime auftreten, die wén zur Verfligung stehenden
Wirkstoffen nicht mehr bekampft werden koénnen. Audém Hinblick auf die
Weiterentwicklung wirksamer Medikamente gegen weratfektionen, insbesondere gegen

das HI-Virus, stellen neue RNA-Liganden eine indsemte Alternative dar.
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2 RNA

Die Bestandteile der Ribonukleinsaure (RNA) sinel der Nucleobasen Uracil (U), Cytosin
(C), Guanin (G) und Adenin (A), die jeweils Ubenen Stickstoff mit dem anomeren
Zentrum einer Ribose verkntpft sind. Die Riboseeitgm sind untereinander tber das 3" und
das 5° C-Atom mit einem Phosphatrest zu einer Keweknipftt RNA und DNA
unterscheiden sich lediglich in den Basen Uraail thymin, sowie durch den Austausch der
Zucker Ribose und 2-Desoxyribose. Als Primarstruldiner RNA wird die Abfolge der
Nucleotide in einer RNA-Sequenz bezeichnet. Eifiagimes RNA-Tetramer zeigt Abbildung
2.1.

Analog zu DNA kénnen gepaarte RNA-Bereiche

vor allem durch die Ausbildung sogenannter ende HNOIU
Watson-Crick-Basenpaare entstehen. Dabei paaren el HN G

sich die Basen A und U, bzw. C und G. Die _O_i’_oz O)N\/N'

treibende Kraft fur die Ausbildung dieser ¢ koiz /NfiNf‘
Basenpaare sind Wasserstoffbriicken zwischen 'o—é—o@ e NHﬁN
Amino- und Carbonylgruppen der Nucleotidbasen. g </: ZN\/)NA
Neben den Watson-Crick-Paaren existieren auch TEe
sogenannte Hogsteen-Basenpaare, die sich von den S o

Watson-Crick-Paaren durch die Position der
H-Briickenbindungen unterscheiden. Zusétzlich Abb. 2.1: Ein RNA Tetram.

konnen Fehlpaarungemismatchesund Paarungen mit nichtkanonischen Basen auftrete
Beispiele fir nichtkanonische Basen sind Pseuddupf#y oder Dihydrouridin (D). Sowonhl
Hogsteen-Paare als auch Fehlpaarungen und Paarumgjenichtkanonischen Basen sind
seltener anzutreffen als Watson-Crick-Paare, spigbeer oftmals eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung spezifischer Sekundar- und Tertiarsticga (siehe Kapitel 2.1.1 und 2.1.2). Eine
ausfuhrliche Zusammenfassung unterschiedlicher ieldigtiten der Basenpaarung in RNA-
Molekiilen findet sich in Ubersichtsartikeln von Gten et al® und Batey et al’

RNA &ahnelt in vielerlei Hinsicht mehr den Proteirsda der DNA. Wie Proteine nehmen auch
RNA-Molekile komplexe, dreidimensional gefalteteu&turen an, durch die chemische
Gruppen prazise positioniert werden konnen. Auf Kionen von RNA-Molekilen als
Katalysatoren und als Regulatoren der Genexpressowie auf ihre Bedeutung als
Angriffspunkt fir pharmazeutische Wirkstoffe solh iden néchsten Kapiteln naher

eingegangen werden. Zum Verstandnis der Wirkungeveon RNA und zum Verstandnis

-3-
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vieler Ansatze, die sich mit der Entwicklung spesziier RNA-Liganden beschaftigen, ist es
natzlich, haufig auftretende Strukturmerkmale vddARMolekilen zu kennen. Daher soll in
den folgenden Abschnitten zun&chst ein kurzer Ulnhrliiber wichtige Strukturmerkmale

von RNA gegeben werden.

2.1 Sekundarstrukturelemente in RNA

Die Sekundarstruktur von RNA wird durch die zweidimsionale Darstellung ihrer gepaarten
Bereiche und dazwischen liegender ungepaarter @ereviedergegeben. Man unterscheidet
im Wesentlichen sechs Sekundarstrukturelementeindener vereinfachten Darstellung in
Abbildung 2.2 gezeigt sind.

Haarnadel-
schlaufe
Haarnadel-
stamm

A. Einzelstrangbereiche B. Duplex C. Haarnadel
(hairpin)
D. Ausstilpung E. Innere Schlaufe F. Verbindungsstelle
(bulge) (internal loop) (junction)

Abb. 2.2: Haufige Sekundérstrukturelemente in RINKalekilen.

A. Einzelstrangbereiche

Einzelstrangbereiche bestehen aus ungepaarten dtidele. Sie kommen am 3’- oder am
5- Ende der RNA, sowie zwischen gepaarten Beraiokw. Diese Bereiche sind durch
gunstige Stapelwechselwirkungen der Nucleotidbaseaist helical angeordnet und
unterscheiden sich dadurch in ihrer Konformationn valen Einzelstrangen in

Schlaufenstruktureddops.

B. Duplexbereiche

Duplex RNA bildet in der Regel eine rechtsgangigegppelhelix, die durch Basenstapelung
und Basenpaarung mit Basen im zugehorigen antipkmalStrang stabilisiert wird. Die Helix

liegt praktisch immer in der A-Form vor (siehe Abb.3), wobei die Ribosereste eine

3"-endo-Konformation einnehmen. Bei einer A-Helst die kleine Furchenfinor groove

-4 -
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weit und flach und die grof3e Furchagjor groové schmal und tief. RNA unterscheidet sich
hierin wesentlich von DNA, die in der Regel eineHBlix ausbildet, bei der die Ribosereste

eine 2 -endo-Konformation einnehmen.

GroRe Furche

Kleine Furche

Kleine Furche

GroRe Furche

Abb. 2.3: Unterschiedliche Helixkonformationen. kén A-Helix (RNA). Rechts: B-Helix (DNA).

Ungewohnliche Sequenzen koénnen in Ausnahmeféller Ausbildung anderer
RNA-Helix-Konformationen fuhren. So kann beispietsse beim Auftreten vieler C-G-Paare

und hoher Salzkonzentrationen eine Helix in deoZaFausgebildet werdéef.

C. Haarnadeln (hairpins)

Eine Haarnadel besteht aus einem Duplex, dem Haglstamm ljairpin stem, der mit einer
einzelstrangigen Haarnadelschlaufdaifpin loop Uberbrickt wird. Untersuchungen
unterschiedlicher Schlaufensequenzen zeigen, dabtaufen immer durch zusatzliche
Wasserstoffbriicken und durch Basenstapelung inlerdter Schlaufe stabilisiert werden;
ihre Stabilitat ist von der Anzahl der Nucleotide @iner Schlaufe und von ihrer Sequenz
abhéangig. Die stabilsten bekannten Schlaufenstreltubestehen aus vier bis funf
Nucleotiderf®?! Die Ribosereste liegen in Haarnadelschlaufen faster in einer
2 -endo-Konformation vor und unterscheiden sichudeld von Riboseresten in helicalen

Bereichen.

D. Ausstllpungen pulge

Ausstilpungen sind Bereiche ungepaarter Nucleatideinem der beiden Strange eines
Duplexbereichs. Der andere Strang ist durchgehemdagt. Die Basen einer Ausstllpung
konnen in die Doppelstranghelix intercalieren oaes ihr herausstehen. Welche Orientierung

-5-



Kenntnisstand - RNA

die einzelnen Basen einnehmen ist von der Basestsellon dem sie umgebenden
Duplexbereich und auch von der Temperatur abh&ighusstiilpungen beeinflussen die
Langreichweiten-Struktur einer Helix, da sie eirtemick (bend in der Helixstruktur des
Duplexbereichs verursachen kdnnen. Die Starke andktBr des Knicks hangt dabei von der
Sequenz der Ausstilpung #tf* Ausstilpungen verandern im Gegensatz zu
Haarnadelschlaufen und Verbindungsstellen die Weliktur der sie umgebenden

Doppelstrangbereiche im Bereich einiger Basenp@are.

E. Innere Schlaufen (nternal loop9g

Innere Schlaufen sind Bereiche die mindestens egepaartes Nucleotid in jedem Strang
eines Duplexbereichs enthalten. Zahlt man die umgéen Basen in beiden Strangen
zusammen, bestehen sie aus insgesamt drei odeNuelaotiden, die nicht in der Lage sind
Watson-Crick-Paare zu bilden. Symmetrische innerkelabifen, also innere Schlaufen mit
gleicher Anzahl an ungepaarten Nucleotiden in je@rang, sind thermodynamisch stabiler
als unsymmetrisch®. Prinzipiell besteht bei inneren Schlaufen die Ntitkeit, durch
Fehlpaarungennfismatchesvon der offenen in eine geschlossene Form zu sedchlLasst
sich dieser Ubergang durch auRere Einflisse stekamn man von einem molekularen
Schalter sprechen, der je nach Konformation untezdtiche Funktionen haben und durch

den regulatorisch in biochemische Prozesse eirff@mgwerden kann.

F. Verbindungsstellen {unctions)

Verbindungsstellen j§nctions oder multibranched loops beinhalten drei oder mehr
doppelstrangige helicale Bereiche mit einer vagabAnzahl an ungepaarten Nucleotiden,
welche die Helices miteinander verkntpfen. Solcherkdiupfungsstellen bieten helicalen
Bereichen die Mdglichkeit eine coaxiale Stapelwebliskung einzugehen und sich dadurch
spezifisch auszurichten und Tertidrstrukturen abiéden. Ein Beispiel flr eine sehr gut
untersuchte Verknupfungsstelle ist dié-stem Verknipfungsstelle der tRNA. Der
Akzeptorstamm geht hier eine coaxiale Stapelweehdelng mit dem T-Stamm und der
D-Stamm eine coaxiale Stapelwechselwirkung mit demicodon-Stamm ein (siehe auch
Abb. 2.4), was zur Bildung zweier langer helicalgionen fiihrt, die in etwa senkrecht

zueinander stehen und dem Molekiil seine typisckerm gebert?
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2.2 Tertidre RNA-RNA Wechselwirkungen

Durch verbesserte Techniken bei der Synthese gréB¢A-Molekil€’, sowie durch
Verbesserungen in der Rontgenkristallographimd der NMR-Spektroskogie konnten in
den letzten beiden Jahrzehnten zunehmend tertideeh$®lwirkungen unterschiedlicher
RNAs identifiziert werden. Sie kénnen nach Westhioid Michef® in drei Kategorien

eingeteilt werden:

* Wechselwirkungen zwischen doppelstrangigen, helic8ereichen,
* Wechselwirkungen zwischen helicalen und ungepadtiaiven ,

* und Wechselwirkungen zwischen ungepaarten Bereichen

I. Wechselwirkungen zwischen doppelstréangigen, helicath Bereichen

Die wichtigste Wechselwirkung zweier helicaler Behe zur Erzeugung einer Tertiarstruktur
ist diecoaxiale StapelundHierbei werden helicale Bereiche unterschiedlidheplexe durch
n-n-Wechselwirkungen der Nucleotidbasen ,gestapelt‘iesB energetisch gunstigen
Stapelwechselwirkungen tragen zur Gesamtstabibiiaer Nucleotidsequenz b&i. Die
Bedeutung der Basenstapelung fir die StabilisieasrgRNA-Struktur lasst sich besonders
eindrucksvoll am Beispiel von tRNA zeigen. Hier &in72 von 76 Basen an
Stapelwechselwirkungen beteiligt, wohingegen lediglil der 76 Basen an der Ausbildung
helicaler Strukturen beteiligt sifd Durch coaxiale Stapelwechselwirkungen erhélt BigA
ihre typische L-Form.

Im Fall von Verbindungsstellen wird die coaxial@®@lung haufig durch das Vorhandensein
und die Konzentration zweiwertiger Metallkationere beispielsweise Mg, Mn** oder C&"
bestimmt. Dies konnte an Kristallstrukturen des Herhead-Ribozyms gezeigt werd&ri
Zwei der drei Helices des Ribozyms sind coaxialtayest, wahrend sich die dritte durch
andere tertiare Wechselwirkungen und spezifisclugeébne hydratisierte Magnesiumionen
entlang der beiden gestapelten Helices ausridasekonnte gezeigt werden, dass die coaxiale
Stapelung, und daraus resultierend die OrientiedergHelices relativ zueinander, stark von
der Md*-Konzentration abhangig &%’ In Abwesenheit von Mgj-lonen liegt das
Hammerhead-Ribozym als ausgedehnte Struktur vadeirkeinerlei coaxiale Stapelung der
Helices beobachtet wir.

Zusatzlich kénnen2’-Hydroxygruppen-vermittelte tertiare Wechselwirgan zwischen
helicalen Motiven auftreten. Diese spielen untedemem bei kleinen, doppelstréangigen
RNA-Duplexen eine Rolle, denen aufgrund ihrer gjréelicalen Anordnung die Diversitéat
zur Ausbildung komplexer dreidimensionaler Stru&tufehlt.

-7 -
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II. Wechselwirkungen zwischen helicalen und ungepaartevotiven

Eine der Wechselwirkungen dieses Typs ist dBstraloop/Tetralooprezeptor-Motiv
(tetraloop-motij. Bei Gruppe-lI- und Gruppe-ll-Introns wurden sogame Tetraloop-
rezeptoren entdeckt, die mit Schlaufen des GNRAsT{ = beliebiges Nucleotid; R = A
oder G) tertidre Wechselwirkungen eingefieiBei den Rezeptoren handelt es sich um
RNA-Motive, die aufgrund ihrer Form ein Netz von ¥8arstoffbriicken zwischen ihrer
kleinen Furche und den Nucleotidbasen der GNRAghll ausbilden und so eine
spezifische Bindung eingehen koénriéfi' Die Bedeutung der breiten ,kleinen Furche* der
A-Helix bei der Vermittlung tertiarer Wechselwirkyen, wie im Beispiel der
Tetraloop/Tetralooprezeptor-Wechselwirkung, kéreitee der grundlegenden Ursachen dafur
sein, dass RNA im Gegensatz zu DNA in der Lagekmstyplexe, dreidimensional gefaltete
Strukturen auszubildeli.Die kleine Furche der DNA B-Helix ist im Gegensate kleinen
Furche der A-Helix schmal und daher nur schwer mgtieh >

Auch Metallionen koénnen zur Ausbildung von tertréar&Vechselwirkungen zwischen
helicalen und einzelstrangigen Bereichen beitrag@ese Form der Stabilisierung ist unter
anderem in der TAR-Region des HI-Virus von Bedegttinin der TAR-RNA binden
Calciumionen an eine Ausstulpung mit der Sequeni Ullese lonen kénnen nun zusatzlich
an Sauerstoffatome von Phosphatgruppen in und amwkstilpung herum binden, wodurch
sich die drei Pyrimidinbasen von der Helix weg otieren. Durch diese von den
Calciumionen stabilisierte Struktur kénnen die RNf&mme, welche die Ausstilpung

flankieren, coaxial stapeln und so eine zusatdtabilisierte Tertiarstruktur ausbilden.

lll. Tertidre Wechselwirkungen zwischen ungepaarén Bereichen

Neben den erwdhnten Tetraloop/Teralooprezeptor-@eatkungen bieten Haarnadelschlau-
fen eine weitere Moéglichkeit zur Ausbildung terdARNA-Wechselwirkungen. So existieren
reine Schlaufen-Schlaufen-Wechselwirkung&op-loop interactions durch deren Kontakt
neue Helixstrukturen zwischen den Schlaufen gebwdgden (kissing loops). Diese Form
der RNA-RNA-Wechselwirkung wird unter anderem ber dusbildung der Tertiarstruktur
von tRNA und in der TAR-Region von HIV-2 beobachtet

Eine weitere Form dieses Typs der tertidaren Weuehdelng wird durch einen
Pseudo-Knotenbeschrieben. Er besteht aus einer Haarnadelsehladie mit einer
einzelstrangigen Sequenz Basenpaare bildet undnatbgazu den kissing loops eine
zusatzliche helicale Struktur erzeugt. Sowohl berbihdungsstellen, als auch bdissing

loops* und Pseudoknoten sind Metallionen oftmals zurisserung der Struktur notwendig.
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2.3 Faltung von RNA zu Strukturen héherer Ordnung

Im ungefalteten Zustand der RNA ist, im Gegensatden Proteinen, bereits der grofdte Teill
der Sekundarstruktur vorgeformt. Der Faltungsvoggamfasst daher im Wesentlichen die
Ausbildung tertiarer Wechselwirkungen.

Die meisten grol3en RNA-Molekile in biologischen t8ggen sind in Domé&nen organisiert —

grof3en Sekundarstrukturbereichen, die sich alshiimajge Einheit falten kdnnen.

G py
] e s B ) (

= e . / |
¢ S
|
) . ) R K
Tertidrstruktur T-Stamm Anticodon- Akzeptor- ™

D-Stamm Stamm Stamm

Steigende Temperatur

Abb. 2.4: Hierarchische Faltung der tRNA.

Um eine Vorstellung des RNA-Faltungsvorgangs zumitteln, wird an dieser Stelle das
hierarchische Modell der RNA-Faltungprgestellt, welches auf Untersuchungen an tRNA
zurtckgeht. Durch Temperatursprung-Relaxationsnmggsu und NMR-Spektroskopie an
tRNA™® ausE. coli konnte gezeigt werden, dass tRNA wahrend der tisehrinduzierten
Entfaltung funf definierte Strukturen durchlaufiefse Abb. 2.4§2

Zunachst werden durch Temperaturerhéhung die rtentifVechselwirkungen geldst, durch
welche die tRNA ihre typische L-Form erhalt. AnseBend werden die schwachen
Sekundérstrukturelemente im D-Stamm zer$foiMVeitere Temperaturerhthungen fithren
schlieBlich zum stufenweisen Abbau aller weitereekuBdarstrukturelemente und zur
Bildung einer yandom coil“-Struktur. Dieser Vorgang der thermischen Denatunig ist
reversibel. Bei der Rickreaktion werden fast ak&udidarstrukturelemente vor Ausbildung
der Tertiarstuktur zuriickgebildet, woraus eine dnenische RNA-Strukturbildung (Bildung
der Sekundérstruktur vor der Tertiarstruktur) erglales Faltungswegs gefolgert wuf@é®
Eine detaillierte Beschreibung von Faktoren, die RINA-Faltung beitragen, kann einem

Ubersichtsartikel von Batey et al. entnommen werden
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2.4 Funktionen von RNA

RNA wurde bis zu Beginn der 80er Jahre eine reissipa Rolle als Ubertrager von
Informationen bei der Expression von Genen und d#araus resultierenden
Proteinbiosynthese zugeschrieben. Erst mit derdektthg der Ribozyme durch T. R. Cech
und S. Altman wurde deutlich, dass RNA auch aktiProzessén vivo eingreifen kann. In
den folgenden Jahren wurden zahlreiche RNA-Molekdémtifiziert, die Gber katalytische
Aktivitat verfiigen - eine Fahigkeit, die man bishilediglich von den Proteinen kanrité.
Weitere Forschungen in den letzten zwei Jahrzehatsgten, dass RNA neben ihrer
Bedeutung als Informationsubertrager und Katalysatele weitere Funktionen in
biologischen Systemen einnimmt und dass unser &wtsis der RNA-Welt wahrscheinlich
noch in den Kinderschuhen steckt.

Es werden nachfolgend einige der heute bekanntektiBnen von RNA in biologischen
Systemen néaher betrachtet, wodurch verdeutlichtlevesoll, dass RNA-Molekule nicht nur
essentiell fur viele biologische Prozesse sinddeamzudem eine grof3e Chance bieten gezielt

in diverse biologische Prozesse eingreifen zu kiinne

2.4.1 RNA als Ubermittler genetischer Information

Die wohl bekannteste und am besten untersuchtedmahe Funktion von RNA ist ihr
Mitwirken als Ubermittler genetischer Informationalwend der Proteinbiosynthese. Die
Ubertragung von Informationen einer gegebenen DN4t®nz zur Synthese von Proteinen
lasst sich dabei in drei Hauptschritte gliedere, idi einer vereinfachten Darstellung in Abb.
2.5 gezeigt sindTranskription Prozessierungnicht bei Prokaryoten) unbranslation

Bei der Transkription wird ein DNA-Abschnitt (Geabgelesen und in RNA umgeschrieben.
Dabei setzt sich eine RNA-Polymerase an eine Prang¢quenz der DNAIritiation) und
offnet die DNA-Doppelhelix in einem kurzen Bereichdurch Lésen der
Wasserstoffbriickenbindungen, wobei die sogenafhragaskriptionsblasentsteht. Innerhalb
der Transkriptionsblase lagern sich nun am codaogddRA-Strang die komplementéaren
RNA-Nucleotide durch Basenpaarung an und werdearugliminierung von Pyrophosphat
aus Nucleosidtriphosphaten im Sinne einer Estednigdzwischen Phosphat und Ribose
miteinander verknipft. Die Ableserichtung bei drasals Elongationbezeichneten Vorgang
verlauft vom 3’- zum 5°-Ende der DNA; der komplendea RNA-Strang wird demzufolge
von 5'nach 3" synthetisiert.

tRNA, rRNA und mRNA werden nach dem gleichen Ppnan der DNA synthetisiert. Bei
Prokaryoten findet die Transkription im Cytoplasroater Verwendung einer einzigen

-10 -
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RNA-Polymerase statt. Bei Eukaryoten erfolgt dientBgse unterschiedlicher RNA-Typen
hingegen im Zellkern unter Verwendung von drei RRélymerasen. So wird die
eukaryotische mRNA-Synthese durch die RNA-Polynmeerdis katalysiert, wahrend die
tRNA-Synthese durch die RNA-Polymerase Il und @irof3teil der rRNA-Synthese durch
die RNA-Polymerase | katalysiert werd&n'®

Exon 1 Exon 2 Exon 3
1
DNA .
l Transkription
Exon 1 Exon 2 Exon 3
3 ]
pré-mRNA .
Prozessierung:
Capping, Splicing, Tailing
v
MRNA
Translation
v

Abb. 2.5: Vereinfachtes Schema der Ubermittlunggiesetischen Codes von der DNA zu den Proteinen.

Die Synthese der RNA wird durch Erreichen eineresagnten Terminator-Sequenz beendet
(Terminatior). Im Fall der einfachen Terminatiorrhf-unabhangige Termination) bei
Prokaryoten fuhrt die Terminator-Sequenz zur Bigleiner RNA-Haarnadelschlaufe, die
den Transkriptionsvorgang behindert und dadurch Euiiegen bringt. Das RNA-Transkript
wird aus der Transkriptionsblase entlassen undRiNA-Polymerase [6st sich von der DNA
ab. Bei Eukaryoten sind die wesentlichen Termimssohritte komplizierter und fur jede
RNA-Polymerase existiert ein eigener Terminationsma@ismusg’
In prokaryotischen Zellen kann die synthetisiertBNW\ nach der Termination direkt zum
Ribosom wandern. Es besteht aber auch die Moglichldass sich ein Ribosom
cotranskriptionell an die naszierende RNA-Ketteagalt und die Translation schon vor der
Termination beginnt. Bei Eukaryoten verlasst dam@re RNA-Transkript selbst nicht den
Zellkern. Die im ersten Schritt der Transkriptiomstandene RNA wird auch als pra-mRNA
bezeichnet und kann vor Beginn der Translation d@appingdes 5 -EndesSpleiRenund
Polyadenylierungles 3"-EndesT@iling) weiter modifiziert werdef’
Pra-mRNA enthalt nebeixons (codierende Abschnitte) audmtrons (nicht-codierende
Abschnitte). Beim Spleilien werden die Introns entfeind die angrenzenden Exons zur
fertigen MRNA verknupft. Das SpleiRen findet in demisten Féllen an einem grol3en
Komplex aus snRNAs und Proteinen - deé3pleil3osom- statt, welcher den Vorgang
-11 -
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katalysiert. Daneben existieren auch RNAs, die ihtens ohne die Hilfe eines Spleil3osoms
entfernen kénnen. Sie gehéren zur Klasse Ribozyme die Uber die Fahigkeit verfuigen,
chemische Reaktionen zu katalysieren. lhre Funktiomd die Mechanismen ihrer
katalytischen Aktivitat werden in Kapitel 2.4.2 bbedaeben und sollen an dieser Stelle nicht
naher erlautert werden.

Bei Eukaryoten wird die reife mMRNA nach Beendiguley Prozessierung mit dem 5°-Ende
voran durch eine Kernpore in das Cytoplasma gesgshiend sofort mit Ribosomen besetzt.
Dort beginnt nun die Translation, also die Ubensetz des genetischen Codes in eine
Aminosauresequenz. Der genetische Code ist in RanimBasentriplettsGodors) auf der
MRNA gespeichert. Zu jedem Codon existiert einesgade tRNA, die mit einem
komplementaren BasentripletArfticodor) an die reife mRNA bindet und zuvor von einer
Aminoacyl-tRNA-Synthetase mit der jeweils passendeninosaure Uber eine terminale
3"-OH-Gruppe beladen wurdé.

Die Bindung von Codon und Anticodon, sowie die déréolgende Verknupfung der
Aminosauren, finden am Ribosom statt. Nach Andoakemersten tRNA an ein Start-Codon
setzt sich eine zweite tRNA mit passendem Anticodan das danebenliegende
MRNA-Triplett. Die tRNA-gebundenen Aminosauren wardmit Hilfe des Ribosoms
verknlipft und die erste tRNA wird ohne Aminosaures alem Ribosom entlassen. Das
Ribosom wandert bei diesem Prozess immer um eiroilCadif der mRNA weiter, bis ein
Stop-Codon erreicht wird fur das kein passendesAHRNticodon existiert. Das Ribosom ist
die zentrale molekulare Maschine des Translatioggarms und dient als Katalysator fur die
Verknupfung der einzelnen Aminosauren zum fertieotein. Der genaue Aufbau und die
Wirkungsweise des Ribosoms werden in Kapitel 2oé§orochen.

Eine etwas andere Form der Informationsspeichewmd) Informationsiibertragung durch
RNA liegt bei den RNA-Viren vor. Sie haben ein Genodas nicht aus DNA, sondern
vollstandig aus RNA besteht und daher oftmals disgk MRNA zur Proteinsynthese benutzt
werden kann.

Eine Unterklasse der RNA-Viren sind die Retroviren,denen auch das HI-Virus z&hlt. Sie
enthalten als Gentrager zwei identische RNA-Molekidie wie typische eukaryotische
MRNAs am 5°-Ende gecappt sind und am 3’-Ende epwyAdenosin-Schwanz tragen.

Nach Einschleusen in die Wirtszelle wird die RNA @mer komplizierten Folge von

Syntheseschritten mit Hilfe deeversen Transkriptas@ DNA umgeschrieben und mit einer
Integrasein das Genom der Wirtszelle eingeb&ut/on dort aus kann die Information wie

bei gewohnlicher zellularer DNA in mRNA transkridieind im Anschluss durch Translation
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in ein Protein umgewandelt werden. Auf diese Weig&zen Viren wie das HI-Virus die
Trankriptions- und Translationsmaschinen fremdéieddir ihre eigene Replikation.

2.4.2 Ribozyme

Ribozyme sind RNA-Molekile, die lber die Fahigkettrfligen, chemische Reaktionen zu
katalysieren. Alle bislang entdeckten natirlicheiboRyme, das Ribosom ausgenommen,
katalysieren die gleichen chemischen Reaktionel: $paltung und die Ligation von
Polynucleotiden. Tabelle 2.1 zeigt eine Auflistweigiger Ribozyme, deren Strukturmerkmale
und Funktionen in den letzten Jahren durch Rontgédaranalyse und andere Techniken
aufgeklart werden konntéfi2949>°

Tab. 2.1: Ribozym-Klassen und Vorkommen in der NatHepatitisd Virus, ** Funktion nicht sicher geklart
*** co-transcriptional cleavage ribozyme.

Grole

Klasse RNA-Typus Ribozym Funktion Ligand (Basen) Vorkommen
Spaltende Ribozyme
Selbst- Satelliten- Prozessierun Viroide, Eukaryoten
g - .
spaltend RNA ALl multimerer 65 pflanzenvirale Satelliten-RNA
; RNASs zu
Satelliten- _— . .
RNA Hairpin Monomeren 75 Pflanzenvirale Satelliten-RNA
bei der rolling
. circle
gi}i”'ten' HDT* replicatiorf 85 Humanes Satelliten Virus

MRNA CoTCH** Abbruch der g 190  Primaten
Transkription*

MRNA glms Gen Kontrolle ~ GICN6P 170 Gram(+) Bakterien
Trans- Prozessierung
spaltend mRNA RNase P der tRNA 140-500 Prokaryoten und Eukaryoten
SpleiRende Ribozyme
Gruppel— onaA Selbst- Guanosin 200-1500 Bakterien, Bakteriophagen,
Introns spleiRend tierische Mitochondrien
Gruppe Il oNA st 300-3000 Bakterien, Archaea
Introns spleilRend

Die natirlichen Ribozyme lassen sich spaltende Ribozymécleaving ribozymgsund
spleiRende Ribozymesplicing ribozymes unterteilen. Unter den spaltenden Ribozymen
unterscheidet man weiterhin selbstspaltende (irdkakalar spaltende) und trans-spaltende
(intermolekular spaltende) Ribozyme, deren einhigdang entdeckte Vertreterin ditNase

P ist*® Die vermutlich prominentesten Vertreter der sasjbaltenden Ribozyme sind das
Hammerhead- und das Hairpin-Ribozym, die ihre Nadwmzweidimensionalen Darstellung
ihrer Sekundarstruktur verdanken. Beide sind anRfezessierung von RNA pflanzlicher
Satelliten-Viren wahrend derrqlling circle replicatiort beteiligt*®
Spaltreaktionen nach einem S&ure/Base-Mechanissieie(Abb. 2.65*

und katalysieren ihre
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Abb. 2.6 zeigt ein allgemeines Schema fur die $paittionen von selbstspaltenden und
spleienden Ribozymen. Die Reaktionen bestehenilgeaes zwei aufeinander folgenden
Umesterungen, bei denen ein trigonal-bipyramiddleergangszustand durchlaufen wird. Bei
den selbstspaltenden Ribozymen greift die 2-OHpPeu eines Riboserests auf der
5 -splice-site nucleophil am Phosphor an, wahrend bei den spidifde Ribozymen eine

exogene Hydroxyquelle oder eine 2°-OH-Gruppe eineg von dersplice-siteentfernten

Adenosinrests fur den nucleophilen Angriff verantiveh sind (siehe Abb. 2.7). Daher

entstehen bei selbstspaltenden und selbstspleiBen@d&ozymen unterschiedliche

Reaktionsprodukte.
a) Selbstspaltende Ribozyme b) SelbstspleiBende Ribozyme
5 5 #* 5 5 ~ Tt 5
3 s 0 o N1 3 5 é N-1
O o N-1 O o N-1 —K_? O—@\l-l o o N-1 o]
¥ B 00
O OH 00 Y O OH HO OH
e l- . €] \;’ Oe D OPOE) © -l' — @(O/O +
[¢] lID-o o~ + (O'IID-O o—p0] o W1 o OR
0 _o N+t (O o\t HO— o N+l 0 ot 5 0-F~07 o\t
—K_? R-OH T O OH
HA R H
9 OH 9 OH & oH (;) OH L 3 | O OH
3 L 3 ] M 3 3

Abb. 2.6:  a) Modell der Sdure/Base-katalysiertpaltBeaktion selbstspaltender Ribozyme.
b) Schema der Spaltreaktion spleiRender Ribozyme.

Die Spaltreaktionen kodnnen, wie im Fall der Grupetrons, durch die Anwesenheit
divalenter Metallkationeli>* oder - wie in Abb. 2.6 fiir die selbstspaltendetd?iyme

gezeigt - durch Sauren und Basen katalysiert wetd®rEinige Ribozyme sind zudem auf
spezielle Liganden angewiesen (siehe Tab. )2 eine Eigenschaft die sie mit den
Proteinen teilen, da diese ebenfalls oftmals ad Natwirken von Cofaktoren fur die

Katalyse angewiesen sind.

Normalerweise bendtigt das SpleiRen, also das ldschneiden der Introns und das
Zusammenfigen der Exons, die Hilfe des Spleiiosems,komplexe molekulare Maschine,
die aus mehreren snRNAs und einer Reihe von Pmtelresteht’ SpleiRende Ribozyme
sind jedoch in der Lage diesen Vorgang auch ohrme Hilfe von Proteinen prazise
durchzufiihren. Im Gegensatz zu den spaltenden Ribez katalysieren sie neben der
Spaltung auch die Ligation von Polynucleotidstrang®ie Gruppe der spleillenden
Ribozyme umfasst im Wesentlichen die selbstsplei@eiGruppe-I- und Gruppe-II-Introfi3.
Gruppe-l-Introns bendtigen fir den ersten Spaltdchie 3"-OH-Gruppe eines exogenen
GuanosinrestsaG). Nach Abtrennen auf der Splice-sitegreift das Exon mit seinem nun
freien 3"-Ende am Phosphat eines terminalen Guaresss des Intronsn(G) an. Das Intron

wird auf diese Weise abgetrennt und die Exons wendgigeinander verknupft.
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Gruppe-ll-Introns hingegen nutzen die 2'-OH-Grupp@es internen Adenosins als
Nucleophil fir die erste Spaltreaktion. Diese Reakfiihr zu einer Zyklisierung des Introns,
das in dieser Form als Lariat bezeichnet wird. Dieite Spalt-, sowie die Ligationsreaktion
entsprechen denen der Gruppe-I-Introns.

Abbildung 2.7 fasst die wesentlichen Schritte dgdei8vorgangs fir Gruppe-lI- und

Gruppe-ll-Introns zusammen.

a) Gruppe-I-Introns b) Gruppe-Il-Introns

5| Exon |[Intron oG] Exon |3 5[ Exon [Intron A [ Exon |3

1
N e S

l Intron A | Exon |3’

(5] - |
5[ Exon |+Intron oG] Exon |3’ 20
| b Lariat
3'—OH\/

3
5[ Exon | Exo |+Intron 0G|3 5[ Exon | Exon |+ vo
/ Lariat
P

Abb. 2.7: Vereinfachte Darstellung des Spleiernsea)sruppe-I- und b) bei Gruppe-Il-Introns

Neben der Entdeckung natirlicher Ribozyme und ddklarung ihrer Katalyseeigenschaften
wurde in den letzten Jahren vornehmlich durch SELl(&Xtematicevolution of ligands by
exponential enrichment) eine Reihe nichtnattrlichetboRyme dargestellt. Besonders
interessant ist in diesem Zusammenhang die Entwnckleines Ribozyms, das eine
Diels-Alder-Reaktion und damit die Kniipfung von @BMdungen katalysieren kanf®
Die Entdeckung dieses Ribozyms zeigt, dass RNAinerepostulierten RNA-Welt in der

Lage gewesen sein kdnnte auch komplexe chemischdiBeen zu katalysieren.
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2.4.3 Ein besonderes Ribozym — das Ribosom

Ribosomen sind archaische, molekulare Maschinenjndder Lage sind, die Verknupfung
von Aminosauren wéahrend der Translation zu katafgsi, und die Peptidyltransferreaktion
um einen Faktor von etwa 1(eschleunige®® Dieser Prozess ist von einer geradezu
verwirrenden Komplexitat, was auch an den tber l@@romolekulen deutlich wird, die an
der Proteinbiosynthese beteiligt siHdTrotz vieler wichtiger Detailunterschiede habee di
Ribosomen von Prokaryoten und Eukaryoten einigeegjggame Eigenschaften. Sie setzen
sich aus zwei Untereinheiten zusammen; eine klgimereinheit, in der mRNA und tRNAs
zusammentreffen und eine grol3e Untereinheit inddsrPeptidyltransferasezentrum, also die
zentrale katalytische Einheit der Verknipfung vomiAosauren zum Protein, liegt. Des
Weiteren ist jede Untereinheit aus ein bis drei RMélekilen und diversen Proteinen mit
einem Gewichtsverhaltnis von etwa 60 % RNA zu 4®gdtein zusammengesefZEs gibt
wie Tabelle 2.2 verdeutlicht aber auch prinzipidlleterschiede im Aufbau prokaryotischer

und eukaryotischer Ribosomen.

Tab. 2.2: Unterschiede im Aufbau prokaryotisched ankaryotischer Ribosomen

Prokaryoten Eukaryoten
Ribosom Untereineit rRNA Ribosom Untereinheit  rRNA
23S 28 S
50 S 60S 58S
70 S 58S 80 S é S
40 S
30S 16 S 18 S

Die Grol3e eines Ribosoms und seiner Untereinheitehdurch ihr Sedimentationsverhalten
charakterisiert und daher durch den Sedimentataefiikienten S irvedbergangegeben.
Obwohl das Ribosom schon seit einigen JahrzehmteBlickpunkt der Forschung stett,
wurden erst in den letzten Jahren entscheidendsdhroitte im Verstandnis seiner Funktion
gemacht®®’ Diese Fortschritte wurden vor allem durch hocheldfste Rontgenstrukturen
bakterieller Ribosomen mdoglich, die einen tieferEmblick in den Aufbau und die
dreidimensionale Struktur der Ribosomen gestatt¥terSie zeigen, dass das
Peptidyltransferasezentrum, welches in der 50 ®ndimtheit der prokaryotischen Ribosomen
lokalisiert ist, vollstdndig aus RNA besteht. Faiplist das Ribosom ein Ribozym, da es die
Bildung von Peptidbindungen allein durch RNA undnehdie Hilfe von Proteinen zu
katalysieren vermay. Der nicht unerhebliche Anteil an Proteinen im d&ibm erfiillt also
weniger funktionelle, als viel mehr stitzende utmdidurgebende Aufgaben.

Die am Ribosom stattfindende Translation lasst sictirei wesentliche Schritte unterteilen,

die Initiation, die Elongation und die Termination Sie soll hier am Beispiel bakterieller
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Ribosomen beschrieben werden, da die Vorgangeetds weniger komplex sind als bei
eukaryotischen Zellefi. Die Initiation erfordert bei bakteriellen Ribosomdie Anwesenheit
von drei Initiationsfaktoren (IF 1, IF 2 und IF 8)ig an der kleinen ribosomalen Untereinheit
mit der mRNA zusammenkommen. In der Regel wird Skrtaminosaure bei der
Proteinbiosynthese ein N-formyliertes Methionin @yl eingebaut. Das Ribosom mit
gebundener mRNA und gebundener tRY§A wird daher auch als Initiatorkomplex
bezeichnet. IF 3 verdrangt so genannte Nicht-tioti#RNAs vom Ribosom und férdert damit
die Anlagerung der tRNK®. IF 2 bindet an die Initiator-tRNX® und leitet sie zum P-Ort
(siehe Abb. 2.9).

Im Anschluss beginnt die Elongation: die programtei&'erkniipfung von Aminosauren zum
Protein. Fir ein besseres Verstandnis der Elongatass man zwei Bindungsstellen fir
beladene tRNAs am Ribosom unterscheiden, d&®©rt (Aminoacyl- oder auch
Erkennungsoijt und denP-Ort (Peptidyl- oder Bindungsort die sich in der kleineren
ribosomalen Untereinheit (30 S) befinden. Die an ukd P-Ort gebundenen, beladenen
tRNAs zeigen in Richtung 50 S Untereinheit und me#in sich mit ihren Akzeptorenden in
einer Spalte der groBen Untereinheit. Dort werdére ikonservierten 3’-terminalen
CCA-Einheiten durch Wechselwirkungen mit der 23RBIA am Platz gehalten und fir die

nachfolgende Aminosaureverkniipfung im Peptidyltiemsezentrum ausgerichtét.

50 S 50 S
30S 30S
mRNA mMRNA

Abb. 2.8: Verknipfung von Aminosduren am RibosomOm® und A-Ort befinden sich in der kleinen
ribosomalen Untereinheit. Die Akzeptorenden der ARNbvefinden sich in einer Spalte in der 50 S Uritdreit
und werden durch Wechselwirkung mit der 23 S rRNAdie richtige Position fir die Verknipfungsreaktio
gebracht.

Zu Beginn der Elongation bindet eine Initiationgl™®* an den P-Ort. Die zum
nachfolgenden Basentriplett komplementére, beladdéRBIA wird mit Hilfe eines

Elongationsfaktors (EF-Tu) und GTP am A-Ort gebumd®&lun findet die eigentliche
Peptidyltransferase-Reaktion statt. Die AminoséameP-Ort wird Uber ihre Carboxylgruppe
in Form einer Peptidbindung mit der freien Aminggee der Aminosdure am A-Ort
verknupft. Nach Beendigung der Reaktion liegt ar®A-also eine Dipeptidyl-tRNA vor. Ein
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Schema dieser Reaktion ist in Abbildung 2.8 fur derknipfung einer bestehenden
Peptidyl-tRNA mit einer beliebigen Aminosaure gegei

Nachfolgend beginnt di&ranslokationund das Ribosom bewegt sich relativ zur mRNA um
ein Basentriplett weiter. Bei diesem Vorgang winé ¢RNA am P-Ort abgespalten und
wandert als unbeladene tRNA zunk-Ort (Exit-Ort). Gleichzeitig gelangt die
Dipeptidyl-tRNA zum P-Ort und der A-Ort wird fur ali Beladung der nachsten
Aminoacyl-tRNA frei gemacht’ Abbildung 2.9 zeigt eine vereinfachte Darstelluder
Elongation und der Translokation an einer bestetiefeptidyl-tRNA.

Ef-Tu/GTP

+

5 [ mMRNA —_— 5 |

[1 b 3}505

VN4 7 5

VNdI =3

VNI 5
a o

®
m 30S + Ef-G/GTP m30 =
1! oo

mMRNA 4—— 5| mRNA
LU

- Ef-G/GDP

" 2

Abb. 2.9: Vereinfachtes Schema der Elongation mgichlieRender Translokation des Ribosoms: fMetugbla
Karos) liegt am aminoterminalen Ende der wachsenBeptidkette (gelbe Kreise). Im abschlie3enden
Translokationsschritt wandert das Ribosom um eiseBtiplett an der mRNA weiter und die wachsende
Peptidylkette gelangt vom A-Ort zum P-Ort.

VNS

@O0000 1w
400000

Der Zyklus der Aminosaureverknipfung wiederholt hsicfortlaufend mit einer
Geschwindigkeit von 10-20 Verkniipfungsreaktionem [Bekund& bis eines der drei
Stop-CodonsUAG, UAA oder UGA erreicht wird. Hier beginnt di&ermination der
Proteinbiosynthese. Da in den Zellen keine tRNAS$ paissenden Anticodons zu den drei
Stop-Codons existieren, kommt die Proteinbiosyrghesm Erliegen. In Gegenwart dreier
Terminationsfaktoren (RF 1, RF 2 und RF 3) wird Hieptidkette von der Peptidyl-tRNA
geldst und das fertige Protein freigeséfzt.
Mit der Katalyse der Verknipfung von AminosaurenPmwoteinen erflllen die Ribosomen
eine der wichtigsten Aufgaben in der Zelle, da &r& durch ihre Funktion als Enzyme,
Wachstumsfaktoren, Gerustsubstanzen und vieles, mebkentiell fur alle Lebewesen sind.
Durch den Aufbau aus Proteinen und RNA enthaltRiassom zahlreiche Strukturelemente,
die Wechselwirkungen mit anderen Molekilen ermdwglic (siehe auch Kapitel 2.1 und
-18 -
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2.2)48 Manche hochkonservierte Regionen in bakterielled eukaryotischen Ribosomen
unterscheiden sich in einigen RNA-Basen, wodurcte atrukturelle Unterscheidung dieser
Regionen moglich ist Daher sind diese fiir alle Lebewesen essentieleolekularen

Maschinen ein interessantes Ziel fir die Entwicglwon Wirkstoffen und fir das gezielte

Eingreifen in biomolekulare Prozesse (siehe augpitki3)>%°?

2.4.4 Riboswitches

Der Begriff Riboswitch wird gewoéhnlich fur eine Kse von RNA-Sensoren benutzt, die
selektiv an Metabolite binden kdnnen. Daneben iexest andere RNA-Sensoren, die nicht
auf die Bindung an Metabolite, sondern beispielseuf Temperaturdnderungen oder die
Bindung bestimmter Kationen (z. B. ¥y reagierert’ Tabelle 2.3 zeigt eine Auswahl von

Riboswitches und den zugehdérigen Metaboliten, migein letzten Jahren in unterschiedlichen
Organismen identifiziert werden konnten.

Tab.2.3: Riboswitch-Klassen und Vorkommen in dertuda TPP = Thiaminpyrophosphat; FMN =
Flavinmononucleotid; AdoCbl = Adenosylcobalamin; A S-Adenosylmethionin; preQ1 = pra-Quenosin

NS G2 e Funktion Erse Vorkommen
Riboswitch (Metabolit) (Basen)

Coenzym-bindende Riboswitches
Bakterien, Archaea, Eukaryoten

TPP TPP Gen Kontrolle 100 (Pilze, Pflanzen)

FMN FMN Gen Kontrolle 120 Bakterien

AdoChbl AdoCbl Gen Kontrolle 200 Bakterien

SAM-I SAM Gen Kontrolle 105 Hauptsachlich Gram(+) Bakterien
SAM-II SAM Gen Kontrolle 60 a- undpB-Proteobakterien

Nucleobasen-bindende Riboswitches
Guanin,

Guanin Hypoxanthin Gen Kontrolle 70 Gram(+) Bakterien

Adenin Adenin Gen Kontrolle 70 Bakterien

preQ preQ Gen Kontrolle 35 Bakterien
Aminosauren-bindende Riboswitches

Lysin Lysin Gen Kontrolle 175 v-Proteobakterien, Thermotogales
Glycin | Glycin Gen Kontrolle 110 Bakterien

Glycin Il Glycin Gen Kontrolle 110 Bakterien
Kohlenhydrat-bindende Riboswitches

glmS GIcN6P Gen Kontrolle 170 Gram(+) Bakterien

Riboswitches sind im Wesentlichen durch zwei Eigbafien definiert: Sie kdnnen einen
Metaboliten ohne die Hilfe von Proteinen binden wedmitteln durch die Bindung des

Metaboliten eine Anderung in der Genexpression.

-19 -



Kenntnisstand - RNA

Man kann sie in zwei Doménen unterteilen: ein Aptaomd einéExpressions-Plattforri?®
Dabei ist das Aptamer als die Einheit des Schallefsiert, die den Metaboliten selektiv
bindet und bei der Anlagerung des Metaboliten @indere, durch die Bindung stabilisierte
Konformation eingeht. Das Aptamer ist in der Regtdrk gefaltet und verfligt Gber
Metabolit-spezifische Bindungsmotive. Die Expressi®lattform dient zur Weitergabe der
Information nach der Bindung und wandelt die Konfationsanderung in Anderungen in der
Genexpression um (siehe Abb. 2.11 und 2.12).

Gene, die von Riboswitches kontrolliert werden, ieceh meist Proteine, die an der
Biosynthese oder am Transport der Metabolite bgtesind, die vom betreffenden Schalter
gebunden werden. Die Bindung ist von der Konzeioinatles Metaboliten abhangig, daher
kann man einen Riboswitch als eine Art Feedbackbitdr bezeichnen, der bei einer hohen
Metabolit-Konzentration die Expression derjenigeen@rodukte herunterregelt, die fur die
Synthese seines gebundenen Metaboliten verantwborgind. Somit bieten Riboswitches

einem Organismus die Mdglichkeit, regulatoriscldie Genexpression einzugreifen.

Riboswitches liegen oftmals in der so genannteVBR (5 -untranslated region*®®* Es
handelt sich dabei um einen mMRNA-Abschnitt, deBaeginn der Transkription synthetisiert
und bei der darauf folgenden Translation nicht it wird. Die 5°-UTR endet bei einem
Startcodon (meistens AUG) und beinhaltet bei Badwtedie Shine-Dalgarno-Sequenz, die
vom Ribosom als Bindungsstelle erkannt witd.

Im Fall einer niedrigen Metabolit-Konzentration dizunachst wie in Abbildung 2.10 gezeigt
die 5°-UTR, in der auch die Riboswitch RNA enthaltisst, von der RNA-Polymerase
synthetisiert. Wahrend dieses Vorgangs kann die ziel@nhde mRNA-Kette

Sekundarstrukturelemente ausbilden und tertiarendédwirkungen eingehen.

Prozessierung
Translation

. _> D Yo
000000000000 s @;M =]
Protein

RNA-Polymerase 1

Abb. 2.10: Synthese einer 5-UTR bei niedriger Karteation des Metaboliten (Mb entspricht Metabolitach
Beendigung der mRNA-Synthese wird die reife mRNARimosom Ubersetzt.

Die orange markierten Bereiche 2 und 3 bilden @sém Fall einen Duplexbereich. Aufgrund

der niedrigen Metabolit-Konzentration findet keiBmdung an den Riboswitch statt und die
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MRNA-Synthese wird bis zur Terminatorsequenz fagge. AnschlieRend wird die mRNA

prozessiert und am Ribosom Ubersetzt.

Liegt der Metabolit mit einer hohen Konzentratioor,vbindet er an den betreffenden
Riboswitch und stabilisiert dadurch eine neue Komftion des Schalters schon vor
Beendigung der kompletten 5-UTR (siehe Abb. 2BLiind C). Eine entscheidende Rolle
kommt im hier gezeigten Beispiel den orange gekeichneten Bereichen 1-4 zu (siehe Abb.
2.10). Die Bereiche 1 und 2 gehen durch die Bindwes Metaboliten von einer
einzelstrangigen in eine doppelstrangige Strukheriund erméglichen es der RNA so eine
neue Konformation einzunehme@)( Induziert durch diese vorgelagerte Strukturaunadgr
konnen die Bereiche 2 und 3 nun nicht mehr wie iall A einen Duplex ausbilden.
Stattdessen bildet sich durch Wechselwirkung deeiBee 3 und 4 ein TerminatoD). Er
sorgt dafir, dass sich die RNA-Polymerase und d&asTR Transkript von der DNA abldésen

und die Synthese der mRNA noch vor Erreichen dagc®idons zum Erliegen komnt)(

B Mb = Metabolit C

RNA-Polymerase

DNA

Abb. 2.11: Termination der Genexpression nach Bigdeines Metaboliten an einen Riboswitch in deU5R.
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Zur anschaulichen Erlauterung der Begriffe Aptamed Expressionsplattform an oben
gezeigtem Beispiel dient Abb. 2.12.

Neben dem gezeigten Mechanismus, durch den

— Aptamer Riboswitches in die Genexpression eingreifen

Expressions-Plattform  kdnnen, sind weitere Mechanismen zur
o Anderung der Proteinbiosynthese mdoglich. So
M_ kann die Bindung des Metaboliten eine

Abb. 2.12: Aptamer und Expressiorattform Anderung in der Konformation der
Shine-Dalgarno-Sequenz hervorrufen, wodurch

die Anlagerung am Ribosom und damit die Translatierhindert wird. Des Weiteren kann
eine geanderte Konformation der mRNA nach Metabiolitung Anderungen beim Spleien
hervorrufen und damit die Synthese geanderter iRmtader eine verminderte Stabilitat der
reifen mMRNA bedingefi* Die Bindung von Metaboliten kann aber auch zu #nthination
fuhren, falls die mRNA durch die Konformationsandey nicht mehr in der Lage ist die
raumliche Struktur des Terminators einzunehmen. dlasem Spezialfall erfullt der
Riboswitch das genaue Gegenteil seiner bislangrbelspnen Funktion. Er sorgt dafur, dass
die Synthese bestimmter Proteine nicht herunteggéiresondern durch die Bindung des
Metaboliten geférdert wirf
Eine Besonderheit unter den Riboswitches bilgletS Bei gimS handelt es sich um ein
selbstspaltendes Ribozym, daSkNG6P als Ligand bendtigt. Durch Bindung des Liganden
wird jedoch nicht nur die Ribozymaktivitat induziesondern gleichzeitig die Genexpression
derGlutamin-Fructose-6-Phosphat-Amidotransfergselrosselt, die an d&cN6R-Synthese
beteiligt ist®® Daher kanrgimSsowohl der Klasse der Ribozyme, als auch den Riicises
zugeordnet werden. Es handelt sich also um eindiielkbydrat-bindenden Riboswitch mit

Ribozymaktivitat.

Untersuchungen aBacillus subtiliszeigen, dass etwa 2 % der Gene dieses Bakteriurb d
Riboswitches kontrolliert werdéti.Diese Zahl verdeutlicht, dass Riboswitches eirhtiges

Kontrollelement fur die Genexpression sind.
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3 RNA-Liganden

Die in Kapitel 2 beschriebenen Funktionen von RNAldkulen in Viren, eukaryotischen
und prokaryotischen Zellen verdeutlicht, dass stmgéle und funktionelle Modifikationen
dieser Biomolekile, zum Beispiel durch Bindung \WNA-Liganden, ein grof3es Potential
fur das gezielte Eingreifen in biologische Prozdssgt.

Das Andocken von Wirkstoffen an RNA-Bindungsstelkamn durch Wechselwirkungen mit
Phosphatgruppen, RNA-Basen (Imitation von Baseefitag oder Ausbildung von
Pseudobasenpaaren), Magnesiumionen, gleichzeitigen¥élwirkung mit Phosphatgruppen
und RNA-Basen oder im Falle des Ribosoms auch durgkétzliche Bindung an
Proteinseitenketten ermoglicht werden. Da RNA sdwohViren als auch in Bakterien zu
finden ist, stellt sie ein aulRerst interessantet @r die gezielte Synthese neuer Wirkstoffe

dar.

Die Funktionalitat eines grofien RNA-Molekils wirdrallem durch die Art seiner Faltung,
also durch die Ausbildung tertidrer RNA-RNA-Wechg@ekungen erzeugt. Dabei fuhrt die
Vielzahl an méglichen tertiaren Wechselwirkunfetsiehe Kapitel 2.2) zu einer groRen
Flexibilitdt bei der Erzeugung unterschiedlichendingsstellen und daraus resultierend zu
einer groBen Bandbreite an méglichen Angriffspunkte RNA-Ligandert® Doch nicht nur
tertidare Wechselwirkungen, sondern auch Sekundétstelemente (grof3e Furche, kleine
Furche, Schlaufen, Ausstilpungen) bilden raumliSh@kturen, mit denen unterschiedliche
Liganden eine Bindung eingehen kdnnen. Der Eneegiem bei der Ausbildung raumlicher
RNA-Strukturen liegt in der Regel zwischen -5 ut@ kcal/mol und ist vergleichbar mit dem
Energiegewinn bei der Ausbildung der Tertiarstruktan Proteinen. Dieser Energiegewinn
resultiert jedoch vor allem aus der Bildung der REékundarstrukturelemente und nicht aus
tertiaren Wechselwirkungen. Bindet ein Molekil ameeRNA mit einer Bindungskonstante
im nanomolaren Bereich ist dies absolut ausreichand mit der RNA-Faltung zu
konkurrieren und so die Struktur und damit die Riarkder betreffenden RNA® vivo zu
beeinflussen.

Die Faltung der RNA durch tertiare Wechselwirkung@éhrt zur Bildung von Taschen
(pockety und Hohlen ¢avitieg, die analog zu den Proteinen, eine formspeziéisimdung
ermoglichen. Bedingt durch die elektronische Strukter RNA ist innerhalb dieser Taschen
und Hohlen die Anwesenheit von positiv geladeneneto oder gebundenem Wasser
notwendig, um der elektronischen Abstol3ung der pttgruppen entgegen zu wirken. Dies

legt nahe, dass neben der Formspezifitat auchrédmse Positionierung positiver Ladung bei
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potentiellen RNA-Liganden eine wichtige Rolle spi®iese These wurde als ,Konzept der
strukturellen, elektrostatischen Komplementaritégzeichnet und zunachst anhand von
Molekuldynamikrechungen der Aminoglycoside Tobramymd Neomycin im Komplex mit
dem Hammerhead-Ribozym gestif&¥° Die Berechnungen zeigen, dass die Positionen der
Ammoniumgruppen von Tobramycin und Neomycin semagemit den Positionen von drei,
bzw. vier der naturlich gebundenen Magnesiumionberéinstimmen. Bei der Bindung
nimmt das Aminoglycosid eine Konformation ein, logr die Abstande zwischen den
Ammoniumgruppen vergleichbar mit den Abstdnden wJdiagnesiumionen in vielen
katalytisch aktiven RNAs sind. Viele weitere Arlggitin den letzten Jahren zeigen, dass die
Verwendung des Konzepts der strukturellen, eletdtzshen Komplementaritat ein viel
versprechender Ansatz fur die Synthese und Entumgkheuer RNA-Liganden ist.

Ein bedeutendes Ziel fir RNA-Liganden bei der Begtimg bakterieller Infektionen ist das
Ribosom, das durch seinen Aufbau aus groRen RNAd &mnoteinen Vvielfaltige

Bindungsmotive fiir Wirkstoffe aller Art bereitstelUber 50 % aller bekannten Antibiotika
binden an ribosomale RNA und erlangen ihre aniggbe Wirkung indem sie in die
Proteinbiosynthese eingreiféh.Sehr interessant ist die Entwicklung von RNA-Lidan

auch in Bezug auf Retroviren wie dem HI-Virus. Reiren gehéren zur Klasse der
RNA-Viren, da ihre Erbinformation nicht als DNA, redern als Einzelstrang-RNA vorliegt.
Das Genom der Retroviren ist diploid angelegt, wiadh Eintritt in die Wirtszelle durch die
reverse Transkriptase@ DNA umgeschrieben und anschlieRend mit Hilfeldeegrase in das
Genom der Wirtszelle eingebaut. Eine Bindung vogahden an die virale RNA und ein
dadurch bedingtes Eingreifen in ihren Replikatightizs stellt einen moglichen Ansatz zu

ihrer Bekdmpfung dar.

Eine sehr gut untersuchte Klasse von RNA-Ligandied die Aminoglycoside. Sie binden an
das Ribosom und greifen so in den Translationsgae. An ihnen werden in den nachsten
Kapiteln stellvertretend fur viele unterschiedlidBeuppen von RNA-Liganden grundlegende
Mechanismen der Bindung an RNA erlautert. Zusdiziollen einige Modifikationen, die
zum Erwerb von Resistenzen fiihren, sowie ProbleereTaxizitdt durch RNA-bindende

Molekule am Beispiel der Aminoglycoside dargelegtaen.
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3.1 Aminoglycoside

Aminoglycoside sind strukturell &hnliche, Aminogpgm-tragende Zuckerderivate, welche in
der Lage sind, an RNA-Sequenzen mit bestimmten i@&kstrukturelementen zu binden. Sie

vermogen es durch Bindung an das bakterielle Rilbbdsadie

HZNJN['NH Proteinbiosynthese einzugreifen und werden daheden
HCH)EWNHH NH,  Therapie von Infektionen Gram-positiver und Grargatever
OHCS 7 LIT* Bakterien als Antibiotika mit bakterizider Wirkung
Hsﬂ—? eingesetzt’®® Aminoglycoside zeigen einen ausgeprégten
HI?O HZ ONHCH3 postantibiotischen Effekt, wirken vielfach synetigish mit
HO anderen Wirkstoffen und besitzen oft vorhersagbare

Abb. 3.1: Streptomycin pharmakokinetische Eigenschaften, was sie fur deishen

Einsatz als Breitbandanitbiotika pradestinf&rt’
Im Jahr 1944 konnte mithilfe des Aminoglycosidsetomycin - fir dessen Entdeckung im
Jahr 1952 der Nobelpreis verliehen wurde - eireetserapeutischer Erfolg im Kampf gegen
die durch dasMycobakterium tuberculoseerursachte Tuberkulose erzielt werden.
Streptomycin wurde wenige Jahre zuvor an der Ridgdéniversity in New Jersey von A.
Schatz und S. A. Waksman entdétkind ist eines von vielen natiirlichen Aminoglycesid
die heutzutage Anwendung in der Behandlung bakeritfektionen finderf’ Neben den
naturlichen Aminoglycosiden, die Uberwiegend bidbgtisch ausActinomycetender
GattungenStreptomycesund Micromonosporagewonnen werden, wurde eine Reihe von
semisynthetischen Aminoglycosiden entwickelt, dier allem durch das Auftreten von
resistenten  Bakterienstimmen zunehmend an Bedeutuygwinner®”’?  Die
Anwendungsbereiche einer kleinen Auswahl untersiticleer Aminoglycoside sind in
Tabelle 1 zusammengefasst und verdeutlichen ihrert Wh Kampf gegen unterschiedliche

bakterielle Infektionen.

Tab. 3.1: Anwendungsgebiete verschiedener AminagigeAntibiotika

Aminoglycosid Therapeutische Anwendung

Streptomycin Tuberkulose, Pest, Hasenpest
Neomycin Verbrennungen, Dermatitis, Harnwegsinfektionen

Paromomycin Amobenruhr, Leishmaniose
Gentamicin Pneumonie, Morbus Méniére, Augeninfektionen
Kanamycin Tuberkulose, Augeninfektionen, Mastitis
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3.1.1 Struktur und Wirkmechanismus von Aminoglycosiden

Die Aminoglycoside verdanken ihren Namen ihrem Awfbaus einem zentralen
Aminocyclitol, welcheg€O-glycosidisch mit einem oder mehreren Zuckern untirozuckern

verknupft ist. Im Fall von Streptomycin (siehe AbB.1) bildet ein Streptaminring das
zentrale Aminocyclitol. Bei den meisten Klinischereanten Aminoglycosiden hingegen bildet
ein 2-Desoxystreptaminring die zentrale Einheitel§si Ring Il in Abb. 3.2}* Die

Aminoglycoside der 2-Desoxystreptaminklasse lasséch in 4,5-disubstituierte und
4,6-disubstituierte Verbindungen unterteilen undhalten typischerweise drei bis sechs

Aminogruppen.

R R? R R

Neamin NH; OH H H
11
Ribostamycin NH, OH H H
Neomycin B NH, OH H H
v Paromomycin | OH OH H
Monomycin B OH H Ac
vV Lividomycin A OH H H H

Abb. 3.2: Aminoglycoside der 4,5-disubstituierteD@soxystreptaminklasse

Die Abbildungen 3.2 und 3.3 zeigen eine Auswahletsthiedlicher Aminoglycoside der
2-Desoxystreptaminklasse. Bei allen Aminoglycosiddieses Typs ist der als Ring |
gekennzeichnete Pyranrin@-glycosidisch mit der 4-OH-Gruppe des 2-Desoxysteyn-
rings verbunden, wobei er stets in einer Glucopysakonfiguration vorliegt. Weitere Ringe
sind entweder mit der 5-OH (4,5-disubstituierte) eond mit der 6-OH-Gruppe
(4,6-disubstituierte) des zentralen Aminocycliteéskntpft.

Untersuchungen zur Basizitat der Aminofunktion&dith zeigen, dass die Aminoglycoside
unter physiologischen Bedingungen mit pKs-Wertetszien 5.7 und 10.1 als Polykationen
vorliegen”’" Neben den hier gezeigten, existieren weitere Agljuside, die
ungewodhnliche Substituenten und Verknipfungsmustéweisen. lhre Strukturen kénnen

Ubersichtsartikeln von Magnet et’a) sowie Silva et &’ entnommen werden.
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R\__NHR2 R il il il
R3 (@) ..
R4 Geneticin CH OH OH OH
HN|  NH,

o Gentamicin C 1 Csl NHCH; H H

Homﬂ\'H2 ’

(@]
o Gentamicin C 2 CH NH, H H
HO CHs
HN G Gentamicin C 1a H NH H H
H;C
R R? R®
Rl
HOR2 Q Kanamycin A NB OH OH
R NH, .
o] Kanamycin B NH OH NH,
HO NH;
Q Ol Kanamycin C OH OH N
HO%H .

H,N Tobramycin NH H NH,

Abb. 3.3: Aminoglycoside der 4,6-disubstituierte®@soxystreptaminklasse

Durch die Bindung der bei physiologischem pH-Wersipv geladenen Aminogruppen an
konformativ rigide Sechsringe, wird eine prazisesianierung der Ladungstrager bei den
Aminoglycosiden moglich. Dies gestattet eine foremfische Bindung an vorgegebene
raumliche RNA-Strukturen und macht die Aminoglydasiund ihre Mimetika im Hinblick

auf das Konzept der strukturellen, elektrostatiscKemplementaritat (siehe Einleitung zu

Kapitel 3) zu einer interessanten Substanzklasse.

Das intrazellulare Target fast aller Aminoglycosisiedie 16S rRNA bakterieller Ribosomen.
Die Aminoglycoside der Tobramycin- und der Paromoimilasse beispielsweise erlangen
ihre biologische Wirkung indem sie an den A-Ort d&S rRNA binden und so in den
Translationsprozess eingreiféh?

Die Aufklarung des Wirkmechanismus von Aminoglycesi wurde unter anderem durch
hochaufgeloste Rontgenstrukturen unterschiedlicherinoglycoside in Komplexen mit
Modell-RNAs mdoglich. Diese, im Verhaltnis zur ndicinen Struktur sehr kurzen
RNA-Molekule, imitieren die Bindungsstelle der Araglycoside am A-Ort und sind in der
Lage die Aminoglycoside auf die gleiche Weise wés aollstandige Ribosom zu bind&h.
Abbildung 3.4A zeigt eine Schlisselsequenz innérdalr 16S rRNA voik. coli, die fir den
Dekodierungsschritt (korrekte Anlagerung der tRNAdie mRNA) bei der Elongation von
entscheidender Bedeutung ist. Sie ist Teil eineinkin Furche innerhalb einer helicalen
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Struktur am A-Ort und fungiert als molekularer Stdra der bei der Dekodierung von einer

,off-Konformation* in eine ,on-Konformation® tiberdp.®

C o G
G C
G C
U « U
C o G
A B A Bindungsstelle 1
, A A
i ComG
G—=C Al
1405 G mm—
Co G
U o U iaos
m°C=— G C—G
1408 A A G c
A 1492 G e C
Cm=G
1410 A== J 1490 U A
bt o—e
A
16S rRNA A A Bindungsstelle 2
(E. coli G e C
U o U
C e G
G C
C e G

Abb. 3.4: Sequenz aus einer prokaryotischen 16S ArRM), die eine zentrale Rolle bei der
Codon-Anticodon-Erkennung spielt, im Vergleich znee von Westhof et al. verwendeten Modell-RN2) ur

die kristallographische Aufklarung der Bindung uathiedlicher Aminoglycoside an den A-G#t°

An der in Abbildung 3.4A gezeigten Struktur ist etkennen, dass die drei Adenosinreste
1408, 1492 und 1493 eine innere Schlaufe bildenddn ,off-Konformation“ sind die
Adenosinreste 1492 und 1493 in die kleine Furcheeihi gefaltet, wahrend sie in der
,on-Konformation“ eine Ausstiilpung in ihrem Strabiéden®'®? Dieser Ubergang erméoglicht
A1492 und A1493 eine spezifische Wechselwirkungawiei von drei Basenpaaren, welche
bei der Codon-Anticodon-Erkennung gebildet werderese Wechselwirkung ist essentiell
fur die Anlagerung der korrekten tRNAdgnate tRNR® und fiihrt dazu, dass das Ribosom
von einer offenen in eine geschlossene Form Uber@eé geschlossene Form wird durch
Anlagerung decognate tRNAtabilisiert®>#*

Die Bindung eines Aminoglycosids bewirkt nun, ddas Ribosom in der offenen Form bleibt
und der Ubergang in die geschlossene Form vertinded. Dadurch verliert das Ribosom
seine Fahigkeit zwischewgognate und noncognatetRNA-mRNA-Wechselwirkungen zu
unterscheiden, wodurch falsche Aminosauren in diehsende Peptidkette eingebaut und

fehlerhafte Proteine synthetisiert werd@ie Aminoglycoside greifen in diesem Fall also in
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die Elongation der Peptidketten ein. Neben Fehbminder Elongation kdnnen verschiedene
Aminoglycoside auch Fehler bei der Translokatiosl@sen. Dieser Vorgang ist jedoch noch

nicht in allen Einzelheiten verstand®&?

Abbildung 3.4B zeigt eine von Westhof et al. sytitherte Modell-rRNA, die ein Motiv aus
der Sequenz einer prokaryotischen 16S rRNA repti@senind eine zentrale Rolle bei der
Codon-Anticodon-Erkennung spielfon dieser Modell-rRNA wurden Kristallstrukturen im
Komplex mit Tobramycin, Paromomycin und Geneticialogt’®®° Sie gestatten einen
tiefgehenden Einblick in die unterschiedlichen W&sdtvirkungen die Aminoglycoside mit
der ribosomalen 16S rRNA eingehen.

In Abbildung 3.5 ist die Struktur der in AbbilduBgB gezeigten Modell-rRNA im Komplex
mit Paromomycin gezeigt. Man erkennt, dass der teioer zur Bindung beitragenden

Wechselwirkungen von den Ringen | und I, also den Neamineinheit des Aminoglycosids

ausgenht. Wiz
W
Wi
':::. : N1 D;1PA1“3
0&'_"““ ;UGL-I;-WS \-.—""ﬁ N3 _~-N7G1ass
Wa .. 06 __,-} ] _,; DEI;;"O:PGHM
s O
Atace QL OB’
. - ..- O2PA1483
N4cuaor...
O2PG140s 04
-~ Wi - " 02PA1e
O01PG1aos_ \ W
05" et O1PA1483
03™ N7G1491

Wis

Abb. 3.5: Struktur von Paromomycin im Komplex miher von Westhof et al. synthetisierten Modell-RNA
(siehe auch Abb. 3.4). Die Daten wurden entnomnoeriit *°.

* W steht fUr das Sauerstoffatom eines Wassermolekuls

e H-Briickenbindungen sind durch gestrichelte LiniekRgnnzeichnet.

» Die Nummerierung der Nucleotide orientiert sichdem Nummerierung des A-Orts v@h coli (siehe
auch Abb. 3.4).
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Es ist weiterhin zu erkennen, dass die Bindung Alaeinoglycoside an rRNA durch ein
dichtes Geflecht von Wasserstoffbrickenbindungepragg ist. Es sind vor allem die
Ammoniumgruppen der Neaminuntereinheit, die sol@tiasserstoffbricken mit rdumlich
nahestehenden Sauerstoffen von WassermolekilerZodi&ern ausbilden. Dies verdeutlicht
wie wichtig die Anwesenheit von exakt positionierteAminogruppen bei den
Aminoglycosiden fir deren Bindung an RNA ist.

Ebenfalls eine Rolle spielen hydrophobe Wechselwigen zwischen den Unterseiten der
Zuckerreste und den Nucleotidbasen.

Durch die von Westhof et al. gelésten Strukturenrite die zuvor beschriebene zentrale
Rolle der Bindung der Aminoglycoside an die AdenesiAl1408, A1492 und A1493
untermauert werden. Sie sind nach Ausbildung dempexes fixiert, sodass das Ribosom
seine Konformation bei der Verkntpfung der Aminas@unicht mehr in der nétigen Weise

andern kann.

Neben Untersuchungen an Kristallstrukturen wurden Hilfe der NMR-Spektroskopie
Untersuchungen zur Komplexbildung von Paromomycind uGentamicin und einer
Modell-rRNA der A-Bindungstasche in Losung durchiget®®® Ein Vergleich von
Strukturen in Lésung und im Kristall zeigt, dass dvesentlichen Wechselwirkungen
zwischen Aminoglycosiden und rRNA gleich sind. Gga Unterschiede im Vergleich zur
Kristallstruktur konnten lediglich in der Anordnumtgr Adenosinreste A 1492 und A 1493
und im Fall von Paromomycin in der Position vondRIN und den Nucleotiden U1406 und
C1407 festgestellt werden.

Aminoglycoside vermdgen es nicht nur durch Bindamgribosomale RNA in biologische
Prozesse einzugreifen. Sie sind in der Lage eimzegy&eihe weiterer Prozessevivo zu
beeinflussen. So beeinflussen sie beispielsweisaABchselwirkung zwischen dem HIV-1
Rev Protein und seinem RNA-Target dem Rev-RespBimment® oder auch das Spleien
der selbstspleiRenden  Gruppe-I-Intréh¥.  Zudem wurden in der Literatur
Wechselwirkungen mit dem Hairpii- und dem Hammerheadribozyfir* sowie dem

Hepatitis Delta Virus beschriebéh®®
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3.1.2 Resistenzen gegen Aminoglycoside

Resistenzen gegen Aminoglycoside kdonnen im Wesésti durch drei unterschiedliche

Modifikationen begriindet sein:

* Modifikationen des Wirkorts, also des Ribosoms adespeziellen der 16S rRNA
* Enzymatische Modifikationen des Aminoglycosids
* Modifikationen innerhalb des Bakteriums, die zueeirerminderten Aufnahme des

Aminoglycosids fuhren

I. Modifikationen des Wirkorts

Zu den wichtigsten Modifikationen, welche zu einéerminderung der Wirksamkeit von
Aminoglycosiden fuhren konnen, zahlt die Methyliegu der 16S rRNA. Viele
Aminoglycosid-produzierende Organismen schitzerh sselbst gegen Aminoglycoside,
indem sie rRNA-Methylasen exprimieren, die in dagé sind die 16S rRNA an Positionen
zu modifizieren, die fiir eine Bindung des Aminoglgitis wichtig sind®’ So fiihrt eine
Methylierung an N1 des Adenosinrests 1492 zu eintdren Resistenz gegen Kanamycin,
Tobramycin, Sisomycin und Apramycifi®® Eine enzymatische Modifikation von N7 des
Guanosinrests 1405 fuhrt zur Resistenz gegenlbelen al4,6-disubstituierten
Desoxystraptaminef:*

Eine weitere Mdglichkeit zur Verminderung der Wakskeit von Aminoglycosiden kann in
einer Mutation des Ribosoms begriindet sein. Da Rilme@n archaische, hochkonservierte
Strukturen sind, deren Form und Aufbau essentiglldie Proteinbiosynthese ist, wird eine
Mutation des Ribosoms jedoch im Regelfall zu keilebensfahigen Spezies fuhren. Dieser
Fall ist daher auch selten anzutreffen und momemsaritir Streptomycin bei der Anwendung

gegenM. tuberculosiklinisch relevant?

II. Enzymatische Modifikationen des Aminoglycosids

Enzyme, die zu einer Resistenz gegeniber Aminogigiea fihren kénnen, gehéren im
Wesentlichen den Klassen der Aminoglycosid-Adersdyisferasen, Aminoglycosid-Phos-
photransferasen oder Aminoglycosid-Acetyltranfenass. Die Aminoglycosid-Adenylyl-
tranferasen sind eine kleine Gruppe von Enzymen,denen bislang nur etwa ein Dutzend
entdeckt wurde. Sie katalysieren die Reaktion zZwgacMg-ATP und Aminoglycosiden,
wodurch ein O-adenyliertes Aminoglycosid und ein -R\gophosphat-Chelat entstehen
(siehe Abb. 3.6¥?
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NH, Q NH,
HO Q MaPP Ade —O—P- Q
“"éﬁ MgATP g 5 Ho
OH| NH, V ) OH| NH,
p NH p NH
HO o) 2 Adenylyltranferase HO o) 2
OH OH
HO 2 OH HO 2 OH
H,N H,N

Abb. 3.6: Modifikation eines Aminoglycosids durchine Adenylyltransferase gezeigt am Beispiel der
MgATP-abhéngigen 4" -O-Adenylylierung von Kanamyain

Aminoglycosid-Phosphotransferasen  bilden hingegeine e sehr groRe  Gruppe

Aminoglycosid-modifizierender Enzyme. Sie katalysie die regioselektive Ubertragung der
v-Phosphorylgruppe eines ATP-Molekiils auf eine Hyglgruppe eines Aminoglycosids

(siehe Abb. 3.7). Diese einfache Modifikation idi leiner Vielzahl von Resistenzen von
Enterokokken und Staphylokokken beobachtet wortteder Regel wird lediglich eine OH-

Gruppe des Aminoglycosids spezifisch phosphorylienthier gezeigten Beispiel ist dies die
3"-OH-Gruppe von Kanamycin A. Diese Modifikationhfti zur Resistenz von Bakterien,

welche die entsprechende Phosphotransferase egpgimiWeitergehende Untersuchungen
zeigten, dass diese Bakterien jedoch nicht regdistgggen Aminoglycoside ohne

3"-OH-Gruppe waren. Es zeigte sich im Gegente#sdeminoglycoside ohne 3"-OH-Gruppe
inhibitorisch auf die entsprechende Phosphotraaséerwirken, da das Enzym eine
Bindungsaffinitdt zu den Aminoglycosiden im mikrol@e@n Bereich aufweist und die

Ubertragung der Phosphorylgruppe in diesem Falitrkatalysieren kann.

NH, NH,
HO Q HO Q
”Oéﬁ MgATP MgADP o
OH| NH, v —h_o OH|  NH,
om/NH © g 8 o NH
HO o 2 Phosphotranferase o HO o 2
OH OH
HoNZ\—oH HONSA=\—OH
H,N HoN

Abb. 3.7: Modifikation eines Aminoglycosids durchine@ Phosphotransferase gezeigt am Beispiel der
MgATP-abhéngigen 3"-O-Phosphorylierung von Kanamyxi

Wahrend die beiden zuvor erwéhnten EnzymklasseMaddifikation von Hydroxylgruppen

katalysieren, katalysieren die Aminogylcosid-Actbihsferasen die  spezifische,
Acetyl-CoA-abhangige Acetylierung der Aminogruppesines Aminoglycosids. Diese
N-Acetyltranferasen bilden die grosste Klasse Amipoosid-modifizierender Enzyme. Ein
Beispiel fur die Modifikation eines Aminoglycosidsdurch eine Aminoglyco-

sid-Acetyltransferase ist in Abbildung 3.8 gezeigt.
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OH o
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Abb. 3.8: Modifikation eines Aminoglycosids durchine N-Acetyltransferase gezeigt am Beispiel der
AcCoA-abhangigen 6”-N-Acetylierung von Kanamycin A.

Weitere Einzelheiten und Beispiele Uber enzymasiscModifikationen die zu
Aminoglycosidresistenzen fiihren, kénnen einem Ubketsartikel von Magnet et al.

entnommen werdeff.

[ll.  Modifikationen innerhalb des Bakteriums, die zu eir verminderten Aufnahme
des Aminoglycosids fuhren
Eine verminderte Aufnahme der Aminoglycoside odier Aktivierung eines intrazellularen
Mechanismus der zu einem schnellen AusschleusenAdenoglycoside aus der Zelle
beitragt haben ebenfalls grol3en Einfluss auf ihreck¥8dmkeit. Obwohl der genaue
Mechanismus der Aufnahme von Aminoglycosiden in défle weiterhin nicht geklart ist,
wird die Annahme eines dreistufigen Prozessesrakie akzeptiert®*%*
Im ersten Schritt adsorbiert das kationisch vodiete Aminoglycosid an die Zelloberflache,
indem elektrostatische Wechselwirkungen mit neggtadenen Lipopolysacchariden der
aulReren Membran Gram-negativer Bakterien ausgébileielen’? Aus diesem Grund konnte
bei Bakterien mit geringer negativer Ladung deropiplysaccharide auf der Zelloberflache
eine schwache Resistenz gegentiiber einigen Aminosjtyen festgestellt werdéff
Das gemeinsame Charakteristikum des zweiten undddéen Schritts besteht in einer
Abhangigkeit vom Transmembranpotential, welchescldutie Atmungskette in der Zelle
hervorgerufen wird. Daher wird bei Bakterien, derA&tmungskette durch Mutationen
modifiziert wurde, eine verminderte Aufnahme von iAaglycosiden beobachtet. Ebenso
zeigen Bakterien mit funktionellen Mutationen inrdATP-Synthase eine verminderte
Aminoglycosidaufnahme. Anaerobe Bakterien sind déwolge intrinsisch resistent gegen
Aminoglycoside-%103.104
Eine weitere interessante Mdglichkeit die Aufnahwma Aminoglycosiden zu verringern
liegt bei mucoiden Bakterien vor. Sie produzierén extrazellulares Alginat, das nicht nur
die Phagozytose durch Monozyten stért, sondernrandgseiner viskosen, polyanionischen
Struktur als eine Art ionische Falle fur die polgkaisch vorliegenden Aminoglycoside

wirkt. 1%
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4 Resisting Resistance - Aminoglycosidmimetika

Die Entwicklung von Aminoglycosidmimetika ist austerschiedlichen Grinden sowohl fir
die klinische Anwendung, als auch fir die Forschumgressant. Aminoglycoside gehdren zu
den wirksamsten aller bekannten Antibiotika und deer haufig als sogenannéecond-line
Antibiotika (auch Reserve- oder Notfallantibiotika) verschel@bAminoglycoside die sich
heutzutage im klinisch-therapeutischen Einsatznblefn haben jedoch den Nachteil, dass sie
bei lang andauernder Behandlung eine hohe Nephedtiixund neuromuskulare Blockaden
zur Folge haben kénnéh®®!%” Bei hoher Dosierung wirken sie zudem ototoxischl un
bewirken einen partiellen oder vélligen, irrevetsib Gehorverlust?® Die Entwicklung von
Aminoglycosidmimetika die ein ahnliches Wirkspektrwie die nattrlich vorkommenden
Aminoglycoside zeigen, jedoch ein geringeres Pd@ktitir gefahrliche Nebenwirkungen
haben, ware daher fir die klinische Anwendung &if3eteressant. Zudem kénnten sie als
sogenannt¢hird-line Antibiotikagegen resistente Keime Verwendung finden, diederteit
verfigbaren Antibiotika nicht oder kaum noch beledbar sind.

Da Aminoglycoside in der Lage sind, an RNA Molekile binden und so in vielfaltiger
Weise in RNA-gesteuerte Prozesse von EukaryoteskalPyoten und auch Viren eingreifen
konnen, bieten ihre Mimetika ein hervorragendesefxrpentierfeld, um neue RNA-Motive
aufzuspdiren, die sich durch RNA-Liganden beein#ndassen. Dartber hinaus kénnen durch
die Entwicklung neuer Aminoglycosidmimetika bislangbekannte Leitstrukturen fur die
Bindung an RNA entwickelt und identifiziert werden.

Das Ziel der Entwicklung von Aminoglycosidmimetiksolite die Herstellung Kkleiner
Molekule, mit moglichst einfacher Struktur seine diinfach zu synthetisieren sind und ihre
natirlichen Vorbilder in den Punkten RNA-AffinitdBelektivitat, antibiotische Wirksamkeit

und Resistenz gegenuber modifizierenden Einflugbentreffen.

Mikroorganismen haben, wie in Kapitel 3.1.2 gezef§frategien und Abwehrmechanismen
entwickelt, die es ihnen ermdglichen, eine Behamglimit Aminoglycosiden erfolgreich zu
Uberstehen. Ahnlich wie bei der Entwicklung vprLactamase Inhibitoren fip-Lactam
Antibiotika wird auch bei den Aminoglycosiden verhti Inhibitoren gegen Aminoglycosid-
modifizierende Enzyme zu entwickeln. Diese koénnen diner Kombinationstherapie
zusammen mit Aminoglycosiden verabreicht werden ateigern so deren Wirksamkeit.
Idealerweise kbnnen Aminoglycoside selbst deradifizert werden, dass sie nicht oder nur
mafig von Enzymen verdndert werden, aber gleidgzéire antibakterielle Wirkung
behalten. Ein Beispiel fur einen erfolgreichen Amsazur Herstellung resistenter
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Aminoglycoside ist das in Abbildung 4.1 a) gezeigerbriickte Neamin Dimer, das mit
einem MIC-Wert von 6.25 uM sehr gute antibaktegiétigenschaften zeigt und gleichzeitig

ein sehr schlechtes Substrat fiir unterschiedliatetyitranferasen darstetft?

a) b)
NH,
" H NH, NH,

H,N 2 HO ?
0 NH, O,N|  NH, 0=p-QO2N| _ NH;
o om Phosphotranf 5 © Om

$ QIOH HO NH, osphotranferase 8 HO NH;
o oR OR

NHz HaN H* +HPO,

OH HO O HO Q
0me2 Enz I — HOA=>
] O,N|  NH, P ON|  NH,

HoN| H2N O—m/NH E: om
HO HO 2 HO NH,

OR OR

HO le}

H,N

Abb. 4.1: a) Ein verbriicktes Neamin-Dimer, welchelslecht durch Acetyltransferasen modifiziert weréann
und gleichzeitig seine antibakterielle Wirkung beh&) Von Mobashery et al. postulierter Mechanisnuer
Reaktion von 2-Nitrokanamycin mit einer Phosphdeease*™

In der Gruppe von S. Mobashery wurde eine Reihe Almimoglycosidanaloga synthetisiert
und untersucht, welche in der Lage sind die Akiivivestimmter Phosphotransferasen (im
gezeigten Fall APH(3")) zu vermindef!. Unter anderem wurden 2’-Nitrokanamycine
dargestellt, flr deren inhibierende Wirkung deAlrbildung 4.1 b) dargestellte Mechanismus
postuliert wurde: Nach Phosphorylierung durch dagylm wird aufgrund der zusatzlichen
elektronenziehenden Wirkung der Nitrogruppe deg-jd¢ert des 2"-Protons derart vermindert,
dass eine Eliminierung des Protons unter gleicigegitAbspaltung des Phosphatrestes
ermoglicht wird. Das entstehende vinyloge Zwischiedpkt ist ein Michael-Akzeptor, der
durch eine nucleophile Quelle innerhalb des Enzgngegriffen werden kann. Die Reaktion
fuhrt zur Bindung des Enzyms an das Aminoglycosid somit letztlich zur Inhibition des
Enzyms.

Das ebenfalls in der Gruppe von S. Mobashery syistege Aminoglycosidanalogon
4’,4"-Difluorkanamycin A fuhrte bei Versuchen médrdhosphotransferase APH(3") zu einer
um einen Faktor von etwa 10erminderten Wechselzahl des Enzyms. Grund hisifid die
Fluoratome, die durch ihren Elektronenzug die Nolelie der benachbarten 3"-OH-Gruppe
stark herabsetzén! Das 47,4 -Difluorkanamycin A zeigte bei biologisch Tests mit
APH(3") exprimierenden Bakterienstammen dieselkibiatische Wirkung wie bei Tests mit
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Bakterienstiammen des Wild-Typs. Ein Beweis dafiassddieses Analogon aufgrund der
Modifikation durch die beiden Fluoratomesistentgegen die Phosphotransferase wird.
Diese, sowie zahlreiche weitere Beispiele zeigeassdbereits geringe Veranderungen an
Aminoglycosidderivaten ausreichen kénnen, um gegegen bekannte Abwehrmechanismen
von Bakterien vorzugehen und verbesserte Wirkstofferzustellen. Modifizierte
Aminoglycoside kodnnen entweder allein oder in Komabion mit bekannten
Aminoglycosiden eingesetzt werden, um eine hoherksAimkeit gegentber bakteriellen
Infektionen zu gewébhrleisten.

In der Literatur wurde neben den hier angefiihrteisdelen eine Vielzahl weiterer Ansatze
zur Entwicklung von wirksamen Aminoglycosidmimetikeeschrieben, bei denen oftmals
durch lediglich geringe Modifikationen eine Verbessg in der Bekampfung Aminoglyosid-
resistenter Bakterien erzielt werden konnte. Eibersicht tiber diese Ansatze und Strategien
zur Synthese von Aminoglycosidmimetika geben Attiken Silva®’ Kotra,° Magnet’?
Haddad:'? sowie Sears und Worlg* '

Im nachfolgenden Kapitel ib&uckerdiaminoséuren als Bausteine fir die Entwieggloeuer
Aminoglycosidmimetikasoll ein Einblick in die zentralen Ideen und Frstgungen
bezuglich der Entwicklung neuer Aminoglycosidmirkatiin dieser Doktorarbeit gegeben

werden.

4.1 Zuckerdiaminosauren als Bausteine fur die Entwickling neuer
Aminoglycosidmimetika

Im Fall der Aminoglycoside sind die Kohlenhydratbgaine O-glycosidisch miteinander
verknlipft. Diese Art der Verknipfung ist bei einerain synthetischen Ansatz zur
Entwicklung neuer RNA-Liganden von Nachteil. Zwadstiert eine Reihe von etablierten
Methoden fiir die Synthese v@rGlycosiden! jedoch gelingt deren Synthese nicht immer
mit den gewilnschten Ausbeuten und StereoselekénitdAus diesem Grund werden
modifizierte Aminoglycoside sehr haufig aus bioswiisch gewonnen Aminoglycosiden
dargestellt.

Im Gegensatz zuD-glycosidischen Verkniupfung stellen Stereoseletdten und Ausbeuten
bei der chemischen Verknipfung einzelner Bausteailbech eine Peptidbindung flr
gewshnlich kein Problem daf.Unterschiedliche Arbeiten in den letzten Jahrégere dass
auch Carboxyl- und Aminogruppen-tragende Kohlenatmhusteine, so genannte
Zuckeraminoséuren, auf diese Art mit hohen Ausheuterkniipft werden kénnei’

Beispiele dafur sind die in Abbildung 4.2 gezeigt@ligomere: ein Mimetikum des
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Phytoalexinheptaglucosids, das durch den Einbaucoghfierter Zuckeraminosauren
synthetisiert wurde® und von Ménand et al. synthetisierte zyklischgy@tiere:*

Qo b)
Hoé@p“ © R20 oR?
H = 2
NH_ - OR
OH
"o o HO Q H o \\QA
HO o N RO Y O O ,
HO oH H OR!
OH HO O H o YO n=0,1,2
HO N O} NH R!=MOM, H
HO OH nH R2=Bn, H
HO oh OH "
HO Q RO “IOR?
HO
HO OR?

OMe

Abb. 4.2: Zwei Beispiele fur Zuckeraminosaureoligmen a) Zuckeraminosauremimetikum des
Phytoalexinheptaglucosids. b) Von Ménand et alttstisierte zyklische Zuckeraminosaureoligomere.

Der Begriff Zuckeraminoséure ist in der Literaticht eindeutig definiert und wird in einigen
Publikationen beispielsweise auch fiir glycosyligteinosauren verwendét’**8in der hier
vorliegenden Arbeit wird der Begriff Zuckeraminos&w nur fir Molekile benutzt, bei denen
eine Amino- und eine Carboxylgruppe entweder diogldr Gber eine Kohlenstoffkette an ein
Zuckergrundgerist gebunden sind. Diese Definitginm Einklang mit den meisten in der
Literatur beschriebenen Zuckeraminosauren.

Es sind in der Zwischenzeit zahlreiche Wege fur @ewinnung unterschiedlicher,
synthetisch erzeugter Zuckeraminosauren beschrieberden*'® Einen Versuch eine
Ubersicht Gber alle bislang publizierten Zuckerawsiurestrukturen zu geben, haben
Risseeuw et al. mit einemcompendium of sugar amino acidstinternommen, dass
permanent erweitert und in regelm&nigen Abstandénden neuesten Stand gebracht werden
soll**® Die Synthese der Zuckeraminosauren gehen meisteifachen und giinstigen
Zuckern wie Glucose oder Galactose aus. Die Einfidpider Aminogruppen geschieht dabei
in der Regel durch Substitution guter Abgangsgrappé Stickstsoff-Nucleophilen, wie sie
durch Verwendung metallischer Azid- oder Phthalwaide erzeugt werden konnen. Die
Carboxylgruppen werden hingegen oftmals durch-&adition an ein Glycosylanion, durch
Einfuhren hydrolysierbarer Cyanide oder auch dwelektive Oxidation einer —GHOH-
Gruppe erzeugt.

Neben den synthetischen Zuckeraminosduren sind analiirlich vorkommende
Zuckeraminosauren bekannt. Sie sind unter andelerGertistelemente - beispielsweise in
Zellwanden — zu finden oder auch an Zell-Zell-Erk@mgsprozessen beteiligt. Abbildung 4.3
zeigt exemplarisch drei in der Natur vorkommendek&uaminosauren, die vor allem als

N- und O-Acylderivate zu finden sind.
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HO - COOH COOH
g Ho AL O o
HO OH H,N O OH HO "
NH HO 2
2-Amino-2-desoxy-galacturonsaure Neuramirsa 2-Amino-2-desoxy-glucuronsaure

Abb. 4.3: Einige Beispiele fiir natirlich vorkommengduckeraminosauren.

Neben der Mdglichkeit Verknipfungen einzelner Baund stereoselektiv und mit hohen
Ausbeuten durchfihren zu koénnen, haben Zuckeragimes auch einen wichtigen

strukturellen Vorteil, der durch ihr Kohlenhydraigdgeriist entsteht. Es sind mehrere
definierte Stereozentren vorgefertigt im Molekulrhvanden, die nicht durch aufwendige
stereoselektive Synthesen erzeugt werden mussémeitédm aus der Arbeitsgruppe von H.
Kessler zeigen aulRerdem, dass durch Zuckeramires&@ekundarstrukturen in Molekilen

induziert werden kdnnen. Kessler und seinen Miiggbhe gelang es durch den gezielten
Einbau von Zuckeraminoséuren in Peptide bestimraken®larstrukturelemente zu erzeugen.
Durch diesen Ansatz konnte ein Bausatz von Zuckiexasduren als Dipeptidisostere fur die
gezielte Induktion vorB- undy-Schleifen in Peptiden entwickelt werd€n?° Einige dieser

Sekundarstruktur-induzierenden Zuckeraminosaureshisi Abbildung 4.4 dargestellt.

HO CO,H OH
COZHO HO 20 HO 0
HO NH HO NH; HO CO,H
2

OH OH NH,

flexiblegB-Schleife B-Schleife y-Schleife

Abb. 4.4: Beispiele fur Sekundarstruktur-induzieterzuckeraminosauren. Unterhalb der Molekile siwekjls
die Sekundarstrukturelemente genannt, die durcimdieziert werden kénnen.

Die genannten Beispiele zeigen, dass Zuckeramin@saeine interessante Alternative fur
eine Vielzahl von Anwendungen darstellen kdnnen.

Zentrale Idee des hier vorliegenden Projekts stSjinthese neuartiger Zuckerdiaminosauren,
- Kohlenhydrate mit zwei Aminogruppen und einer lietylgruppe - welche im Sinne einer
Peptidkupplung mit etablierten Methoden verknlpferden koénnen und durch die
Anwesenheit zweier geeignet geschitzter Aminosauten Mdoglichkeit bieten neben
linearen, auch verzweigte Oligomere zu synthegsieDieses Konzept fuhrt schon mit
wenigen unterschiedlichen Zuckerdiaminosaurebawstezu einer Vielzahl an méglichen
neuen Aminoglycosidmimetika und damit auch zu eWViefzahl potentieller RNA-Liganden.

Dies ist am Beispiel einer Zuckerdiaminosaure ntlibfranosegrundgerust in Abbildung 4.5
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gezeigt. Mit nur einer Zuckerdiaminosaure kénnereite finf verschiedene Trimere und 14
verschiedene Tetramere synthetisiert werden. Untarwendung von nur sechs
Zuckerdiaminosauren waren dementsprechend 108@rimand bereits 15552 tetramere
Pseudooligosaccharide herstellbar.

Um definierte Verknupfungsmuster bei der Synthese @ligomeren zu erhalten, missen die
verschiedenen funktionellen Gruppen vor der Syrthederschiedlich und nach Mdglichkeit
orthogonal geschutzt werden. Dies gilt insbesondéredie beiden Aminogruppen der
monomeren Baueinheiten, von denen jeweils nur &imedie gezielte Verknipfung zur
Verfigung gestellt werden darf.

Da auch Zuckerdiaminosauren potentiell in der Lag® sollten Sekundarstrukturelemente
zu induzieren, Dbietet sich theoretisch eine insaete  Moglichkeit mit
Zuckerdiaminosaureoligomeren rdumliche Anordnungendesignen, die eine spezifische

Bindung mit definierten RNA-Targets eingehen kénnen

H,N
HO

o
O.
NH

R
HO
HoN OH O
H,N
2 0. HN OH
HO— o
H,N OH
H,N o
Ho— o YR
HoN o H
HO N H HoN
o} Ox—N 2 H
HO Os__R Ox—N
o HO 0 HN OH
HO: o O. HO
o
H,N OH
H,N OH
z H,N OH \ SG2H / H,N OH et
HO— o COM 2
SG'HN OH
HoN
ON-R
HO— o
H,N:
o)
HO— o HzN Os HN OH
NH HO
HO ON-R °
HaN O~ HN OH o
HO! o HoN 0 HN OH
H,N OH HO— o

H,N OH
H,N OH

Abb. 4.5: Funf mdgliche Trimere ausgehend von eifickerdiaminosdure mit D-Allofuranosekonfiguration
SG'und S@ sind orthogonale Schutzgruppen (z. B. Fmoc, Batg).

Erste Zuckerdiaminosauren mit einem Glucose-, ilvosegrundgerist wurden parallel zu
den Synthesen in dieser Doktorarbeit von F. Si¢hEflund F. Johtf?in der Arbeitsgruppe

Wittmann an der Universitat Konstanz synthetisiartd erfolgreich zu einer kleinen
Bibliothek von Oligomeren verknipft. Die Oligomereurden unter anderem in einem

Bindungstest an mMRNA-Transkripten vofirypanosoma brucei dem Erreger der
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Schlafkrankheit, an der TU Darmstadt geteStet’? Das Ergebnis der vorliegenden
biologischen Untersuchungen zeigte, dass die Olggem sowohl bei einem
Fluoreszenzverdrangungsassay, als auch bei eined-R\etions-Assay mit einer sehr
unterschiedlichen Affinitat an die zur Verfiigungstgiten RNA-Targets bandéfi-*? Die
ICso-Werte lagen dabei fir den Fluoreszenzverdrangwsgyazwischen 0.75 pM und
> 100 uM und fur den RNA-Deletions-Assay zwisch@&yoM und > 1700 uM. Aus diesen
Ergebnissen kann gefolgert werden, dass der urigobe Charakter der Bindung von
Zuckerdiaminosaureoligomeren an die RNA-Targetsgest. Die synthetisierten Oligomere
mit den niedrigsten I§-Werten aus den Arbeiten von Sicherl und John gndébb. 4.6
gezeigt.

HoN Nz
HO NH N WL e Ho 0 o
NH; A% 0 HO g QHO NH, HO Q
HO o 9 HO HO NH  NH HO NH
2o NH, HN NH O NH, HN\ o NH
HaN NH Hom HO 0 "Ho
Hﬁm "o NH O N 0 Ho NH
HoN o HoN HoN NH HO el BnHN™ O
iz o NH 2 o HO Q HO o
o) HO o) NH,

°© NH,
NH, o OH
*5 C,Fs—COOH +5 C,Fs—COOH *4 C,F5—COOH
*5 C,F5—COOH
FTS-373 FJ-255 FTS-374 FTS-338

Abb. 4.6: Zuckerdiaminosaureoligomere aus den Dakbeiten von F. John und F. Sicherl. Die Verbirghm
liegen als Pentafluorpropionsalze vor, da bei ilolemomatographischen Aufreinigung Pentafluorpropéume
als Kontaktionenpaarreagenz verwendet wurde. Djelzdrigen 1G-Werte sind Tabelle 4.1 zu entnehmen.

Tab. 4.1: IG-Werte der in Abb. 4.5 gezeigten Zuckerdiaminosdlizemere in Fluoreszenzverdrangungs- und

RNA—DeIetions-Assaysl.5’121’122

Verbindung Fluoreszenzverdrangung  RNA-Deletion

(ICso-Werte) (ICso-Werte)
Neomycin 0.08 uM 9 uM
Hygromycin >5uM 8 mM
FTS-373 0.82 uM 155 uM
FJ-255 0.77 uM 63 uM
FTS-374 1.15uM > 1700 uM
FTS-338 0.75 uM 425 pM

Bei den Strukturen der in Abbildung 4.6 dargesalltvirksamen Oligomere fallt auf, dass
alle eine gemeinsame Substruktur bestehend aus d2eb1)-amidverknipften

Glucoseeinheiten beinhalten. Diese stellt eine kgl Leitstruktur fur die Synthese von
wirksamen, an bestimmte RNA-Targets bindenden Zui&minosaureoligomeren dar und
konnte daher als Templat fiir die gezielte Entwinglweiterer Zuckerdiaminosaureoligomere

mit guten RNA-Bindungseigenschaften verwendet werde
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5 Aufgabenstellung

Das Potential von Zuckeraminoséauren, mit etablerdethoden auf effiziente Weise
Oligomere synthetisieren und gleichzeitig funktibmeGruppen durch ihr Kohlenhydrat-
grundgerust definiert positionieren zu kénnen,dist Basis des in dieser Arbeit verfolgten
Ansatzes zur Synthese neuer RNA-Liganden. Der Aufbaultimerer, amidverknlpfter
Aminoglycosidmimetika erfordert monomere Baueintiejt die Uber mindestens zwei
Aminogruppen verfigen, da eine bereits fur die viégung der Amidbindung zur
Verfigung gestellt werden muss. Um definierte Vé@pgnngsmuster erhalten zu kdnnen
missen diese Aminogruppen orthogonal geschitzieger. Dabei erlaubt es beispielsweise
die Schutzgruppenkombination Fmoc/Bogieben linearen, auch verzweigte Oligomere zu
synthetisieren (siehe auch Abbildung 4.5).

Analog zu den nattrlichen Aminoglycosiden sollercl&rdiaminosaureoligomere aus drei
bis funf monomeren Baueinheiten aufgebaut sein. ddiemeren Sauerstoffe sind bei den
Aminoglycosiden im Gegensatz zu den Ringsauerstaffeht an Bindungen von bekannten
Aminoglycosid-RNA-Komplexen beteiligt (siehe auclapftel 3.1.1). Daher ist durch den
Ersatz dieser Sauerstoffe durch eine Amidgruppe keingend nachteiliger Einfluss auf die
Bindung von Zuckerdiaminosaureoligomeren an RNA emwvarten. Eine Reihe von
Zuckerdiaminosauren, als mogliche Zielstrukturerr filie Synthese von monomeren

Baueinheiten, ist in Abbildung 5.1 gezeigt.

HoN
H,N o COOH NSZ HO o COOH
HSO COOH
NH,

H,N OH HoN OH
HoNcoon HOOG HOOG
0 0
HO&S/OH HOWOH HﬁmNHz
NH2 H2N NH2 NH2
HO NCH>2 Pl e HN—  NH,
0
o COOH HO&\/COOH Hg&g
HoN OH L oo

Abb. 5.1: Einige denkbare Zuckerdiaminosauren zwfbAu von Zuckerdiaminosaureoligomeren.

In den parallel zu dieser Arbeit durchgefiihrten tBgaen von F. Sichéff und F. Johtf?

wurde eine Zuckerdiaminosaure mit Glucohexose-, .bZibofuranosekonfiguration
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synthetisiert. Diese beiden Grundgeruste sind @flsnih nattrlichen Aminoglycosiden zu

finden (siehe hierzu unter anderem Abb. 3.2 und.AbB). In der hier vorliegenden Arbeit

sollte nun erstmals eine Zuckerdiaminosaure miereftereochemie synthetisiert werden,
welche in den natirlichen Aminoglycosiden nichthamden ist.

Die Wahl fiel hierbei auf die Allofuranose, die eirgroRRe strukturelle Ahnlichkeit zur

Ribofuranose aufweist und dadurch interessantel®elg von Oligomeren mit Ribose- und

Allose-haltigen Monomeren gestatten sollte. Die tBgee von Zuckerdiaminoséduren mit
Allfuranosekonfiguration ist aus synthetischer $ieine gréRere Herausforderung als die
Synthese vergleichbarer Ribofuranosemolekiile, sa een im Vergleich zur Ribose nur

wenige literaturbekannte Synthesen beschriebenemuwhd da Allose zum anderen durch
ihre zusétzliche OH-Gruppe potentiell grol3ere Adémungen an eine geeignete
Schutzgruppenstrategie stellt. Die drei zu synsie@&nden monomeren Bausteine sind in
Abbildung 5.2. dargestellt.

FmocHN FmocHN BocHN
MOMO o) COOH MOMO o COOH MOMO o) COOH
N3z OMOM BocHN OMOM FmocHN OMOM
Zielverbindung A Zielverbindung B Zielverbindung C

Abb. 5.2: Zielstrukturen der Zuckerdiaminosauradtamen mit Allofuranosekonfiguration.

Zusatzlich zur Synthese der in Abbildung 5.2 gersigAllosebausteinen sollte nach
Mdglichkeit ein gangbarer Syntheseweg far Zuckerdinsauren mit
Mannohexosekonfiguration skizziert und entwickekrden. Ein Weg zur Synthese eines
vierten Bausteins (neben einem Glucose-, einemdeibond einem Allosebausteinen) bietet
die Moglichkeit eine noch groRere Zahl an Oligomeza synthetisieren und damit auch die
Moglichkeit weitere interessante Strukturen fir dRindung an unterschiedliche

RNA-Targets zu finden.

Die Allofuranosezuckerdiaminosaurebausteine solttgch Beendigung der Synthese sowohl
in Losung, als auch an der festen Phase zu eirenekl Bibliothek von Oligomeren
miteinander verknipft werden. Zusatzlich solltene simit einigen monomeren
Glucozuckerdiaminoséurebausteinen von F. SitHertrknuipft werden.

Wahrend dieser Arbeit wurden bereits biologische tethuchungen  mit
Zuckerdiaminosaureoligomeren - bestehend aus Ribased Glucosebausteinen -

durchgefuhrt, die einige interessante Ergebnisdwaenten. Es konnte eine mogliche
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Leitstruktur fur die Synthese von wirksamen, an tibeste RNA-Targets bindenden
Oligomeren identifiziert werden (siehe Abb. 4.6Kiapitel 4.1). Daher sollten unter anderem
Oligomere synthetisiert werden, welche diese Leikstir - bestehend aus drei

(2—1)-amidverkniupften Glucoseeinheiten - beinhalten.

Ein weiteres Ziel der Synthese der Zuckerdiaminasdigomere sollte das Finden einer
zweiten Leitstruktur sein, die es gestattet, géziekitere wirksame Oligomere zu
synthetisieren. Eine zweite Leitstruktur wurde diie Zukunft auch eine Moglichkeit eréffnen
durch spektroskopische Verfahren raumliche Anfardgen fir eine starke Wechselwirkung

zwischen Oligomer und dem jeweiligen RNA-Targesaudieren.

Interessant fir das Verstandnis der Wirkung vonk&udiaminosaureoligomeren ist auch die
Untersuchung der Bedeutung von freien Aminogrugdfiendie Bindung der Oligomere an zur
Verfiigung gestellte RNA-Targets - und damit die é&dstichung der Bedeutung des Prinzips
der elektrostatischen Komplementaritat fir diesé #on Oligomeren. Es sollte nach
Moglichkeit an einem Beispiel nachgewiesen werdelass die Aminogruppen von
entscheidender Bedeutung fir die Bindung sind. iBsein Zweck bietet sich der Ersatz einer
Aminogruppe, die an der Bindung an das Target logttest, durch eine Azidgruppe an.
Dieser Austausch sollte zu einer Verminderung diéin#ét des betroffenen Oligomers und

damit zu héheren l§g-Werten fuhren.
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6 Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der D-Alke

6.1 Synthesestrategien zur Darstellung von Allofuranosterivaten

Die Synthese komplexer chiraler Molekule stellt launit modernen Methoden eine der
grodten Herausforderungen in der Chemie unserer dai Der chiral pool also das
Vorkommen grof3er Mengen chiraler und stereochemiscter Molekile in der Natur, ist
daher fur viele synthetische Problemstellungen einéeressante Alternative. Die
Zielstrukturen dieser Arbeit lassen sich stereockeimvom Aufbau der D-Allose ableiten.
Allose spielt in biologischen Prozessen nur einengeordnete Rolle und ihre Verflugbarkeit
innerhalb deshiral pool ist stark eingeschrankt®'* Dennoch lasst sich die Konfiguration
der D-Allose in wenigen Schritten ausgehend vonIDe@se erzeugetf®*?°**Da Glucose
in groBen Mengen verfigbar und zusatzlich sehrigbilkt, stellt sie einen idealen
Grundbaustein zur Synthese von Verbindungen makalhfiguration dar.

In Abbildung 6.1 sind die schon in der Aufgaberste erwahnten Zielstrukturen der
monomeren  Zuckerdiaminosaurebausteine  mit  Allolguwfition  gezeigt. Das
Schutzgruppendesign wurde dabei derart gewahlts dde sich im Rahmen einer
Festphasensynthese entsprechend der Fmoc-Stragggienden lassen. Die Azidgruppe ist
keine Schutzgruppe im klassischen Sinn. Sie siglé maskierte Aminofunktionalitat dar, da

sie durch Reduktion in ein Amin Uberfiihrt werdenrka

FmocHN FmocHN BocHN
MOMO o COOH MOMO o. GOOH MOMO o. COCH
N3 OMOM BocHN OMOM FmocHN OMOM
Zielverbindung A Zielverbindung B Zielverbindung C

Abb. 6.1: Zielstrukturen der Zuckerdiaminoséauredbamen mit Allofuranosekonfiguration.

In Abbildung 6.2 sind drei Methoden zur Erzeugungnee Allo- aus einer
Glucokonfiguration gezeigt. Die ersten beiden Md#m nutzen eine stereoselektive
Reduktion zur Inversion der Konfiguration an C-3inAchst wird die Hydroxygruppe von
Verbindung 1 durch Oxidation in eine 3-Keto-Verbindung UberfihRiese kann im
Anschluss zu einem Alkohol mit Allokonfigurationdeziert werdert?’*?° Die Reduktion ist
stereoselektiv, da die Unterseite des Zuckers dadiiehl,20-Isopropylidenschutzgruppe
abgeschirmt wird und das Reduktionsmittel nur ven @berseite angreifen kann. Eine von

A. Neef und mir wahrend ihrer Bachelorarbeit inenes Arbeitsgruppe entwickelte Methode
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erlaubt die Umkehr des Stereozentrums bei gleitgeei Einfihrung einer geschitzten
Aminofunktionalitat mit sehr guten AusbeutEfi.Die Stereoselektivitat dieser reduktiven
Aminierung beruht ebenfalls auf der Tatsache, aissUnterseite des Funfrings schwer
zuganglich ist. Die Aminierung gelang mit einer feragenden maximalen Ausbeute von
85 %. Diese Methode uUbertrifft die bislang bekanntéerfahren zur Erzeugung von
3-Aminoallosederivaten sowohl in bezug auf die Aaugb, als auch auf die Kosten fiir die zur
Herstellung verwendeten Edukte, deutlich. Die Mdthstand jedoch erst gegen Ende dieser
Doktorarbeit zur Verfiugung und fand daher bei dgntBese der Allosebausteine keine
Verwendung. Die dritte gezeigte Methode wurde vorN&tscher entwickelt und zeigt die
Anwendung einer @-Reaktion zur Konfigurationsumkeh Durch Substitution
unterschiedlicher Sulfonsaureester mit NaNjelang Netscher die Synthese von
3-Azido-3-desoxy-allosederivaten nach einem2-$1echanismus. Andere Arbeitsgruppen
beschrieben eine geringfligige Verbesserung der @ushdurch den Einsatz von Triflat als
Abgangsgruppé®*® Kessler et al. beschrieben eine Verbesserung rdMs¢éhode durch
Zusatz katalytischer Mengen an Tetrabutylammonidanth Hierbei wurde ein
Ausbeuteanstieg auf 70 % bericht@t. Trotz mehrfacher Wiederholung konnte diese

Ausbeute jedoch weder in dieser noch in andereeifei nachvollzogen werdéff3*

O
a) OH >< ><
><O .0 OX|dat|on NaBH4 DCE
Q 70 % - 80 % o o
0\1_
1
3-Keto- Derlvat 3- Hydroxy
allose-Derivat

><O ><O
Oxidation o) o BnNH,, Na(OAc)3BH, DCE o o
—_— —_—
0 85 % o]
0 o4 BnHN o\)_
3-Keto-Derivat 3-Benzylamino-

allose-Derivat

o o
Pyr/Tf ,0 ><O Og NaNj3, 'Bu4NCl, DMF, 60 T XO:IQ
—_— —_—

o) 50 % - 70 % o)
0\1_ N3 o\)_
2 3

Abb. 6.2: Methoden zur Erzeugung einer Allo- ameeGlucokonfiguration durch a) stereoselektiveliidion
eines Alkohols, b) stereoselektive reduktive Amiaigy, ¢) Inversion der Konfiguration an C-3 nacheen
Sy2-Mechanismus.
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6.2 Synthese von Zuckerdiaminosauren der D-Allofuranose

6.2.1 Erzeugung der Allofuranosekonfiguration ausgehend en Glucose

Ausgangspunkt der Synthesen der Allofuranosebangsteiar D-Glucose, durch die ein
einfacher Zugang zu Allose- und ebenfalls zu 3-Rgsaminoallosederivaten moglich ist
(siehe Kapitel 6.1).

Aus D-Glucose konnte nach einer Vorschrift von Gleh al'®* Diacetonglucosel
synthetisiert werden. Verbindurigwurde anschlieRend nach einer Vorschrift von Gruate
al*?in 2 Stufen tber das Trifl@& zum Azid3 umgesetzt. Da Substitution und Eliminierung
bei dieser Umsetzung als Konkurrenzreaktionen eigity, entstand zusatzlich zur
gewulnschten Azidoverbindung das Eliminierungsproduknit einer Ausbeute von 47 %
(sieche Abbildung 6.3). Die in der Literattf angegebene Ausbeute von 70 % fiir die
Einfuhrung der Azidgruppe konnte trotz mehrfacheurddfihrung nicht nachvollzogen
werden. Die Synthese von Verbindutgelang mit einer maximalen Ausbeute von 52 % und

lag damit in Ubereinstimmung mit den Ergebnisseteasr Quellerf?>3*

o o
>< CHZG'ZIPW Tf20 >< NaNs, DMF, 50, 6 h ><o ><o
+
N
98 % o) o)
N o\)‘ o\)‘
3

52 % 47 %

Abb. 6.3: Synthese von 3-Azido-3-desoxy-1,2:5,&€dsopropylu-D-allofuranoses.

Im néchsten Schritt sollten die Isopropylidenscguippen unter Erhalt der Furanoseform
abgespalten werden. Da die gleichzeitige Entschigtbeider Isopropylidenschutzgruppen in
wassrig-saurem Medium zur Bildung der Allopyrangséihrt hatte, wurde nach einem Weg
gesucht, die Schutzgruppen zu entfernen und gleitttpzdie anomere Hydroxylgruppe zu
blockieren. Als geeignete Reaktionsbedingung hiediwies sich die Entschitzung mit
trockener methanolischer HCI-Losung. Hierbei werdeacetalische Schutzgruppen
abgespalten und simultan ein Methylglycosid erzewgbdurch ein Wechsel von der
Furanose- zur Pyranoseform verhindert witdDie Entschiitzung zu Verbindurfygelang
auf diesem Weg mit einer Ausbeute von 56 %. Als édglbodukt entstand das 53B-
isopropyliden-geschiitzte Allosederivat(siehe Abbildung 6.4). Nach ca. 48 h blieb das
Verhaltnis der Vebindungeh und 6 konstant. Verbindun® und Verbindungs stehen im
Gleichgewicht, da bei der Abspaltung der IsoprogWgzgruppen Propanondimethylacetal
gebildet wird, welches unter sauren, wasserfreierdirByjungen mit den freien

Hydroxylgruppen in 5- und 6-Position erneut einpispylidenacetal bilden kann.
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0 0
>< 1% HCl in MeOH Ho ><
0 o 48 h, RT HO— o o o
- - OMe + OMe
o)
N3 O\)— Nz OH N3 OH
3 5 6

1 % HCl in MeOH
{ 48 h, RT |

78 % (Gesamtausbeute von Verbindung 5
ausgehend von 3 Uber beide Stufen)

Abb. 6.4: Saure Entschitzung der Isopropylidensgruppen und simultane Erzeugung eines Methylgigdsos

Die Reaktion musste durch Zugabe von Triethylantigebrochen werden, da bei direktem
Einengen der Reaktionslosung Spurencdarnd -Allopyranose durch das Aufkonzentrieren
der geldsten Salzsdure entstanden, die sich séwémnatographisch nicht von den und 8-
Allofuranoseformen §) trennen lieRen. Durch Umsatz des Nebenprod@kisit weiterer
methanolischer HCI-Losung wurde eine gute Gesarb&aus von Verbindung von 78 %

erreicht.

Ausgehend von Verbindun® wurden im Anschluss drei unterschiedliche Wege zur
Einfihrung einer zweiten Aminofunktionalitdt undnes C-Glycosids getestet. Die drei
unterschiedlichen Strategien werden nachfolgendlen Kapiteln 6.2.2, 6.2.3 und 6.2.4

beschrieben.

6.2.2 Variante A: Erzeugung eines C-Glycosids und anschldRende Einflihrung
der zweiten Aminogruppe

136 und die Wahl einer

Die Mdoglichkeiten zur Erzeugung eines C-Glycosidsl svielféltig
geeigneten C-Glycosylierungsmethode ist oft nichtial, da Substituenteneinflisse und

stereoelektronische Effekte beachtet werden mussienfur jeden Zucker unterschiedlich

sind und oft einen nicht vorhersagbaren Einflugslan Reaktionsverlauf habéfl:**®

Bei vielen C-Glycosylierungen entstehen und p-Anomerengemische der entsprechenden
Zucker, da die eintretende Gruppe von der Oberr dde Unterseite des Kohlenhydratrings
angreifen kann. Da ein Anomerengemisch zu Problebeerder Charakterisierung und der

Aufreinigung der Produkte fihren kann und meist @ine der beiden Formen erwiinscht ist,
wurde nach einer Méglichkeit gesucht selektiv ei®I@cosid der Allose mip-Konfiguration

zu erzeugen. Eine einfache, effektive Methode ztaresselektiven Erzeugung von

Glycosiden ist die Einfihrung von Schutzgruppen Naichbargruppenaktivitat an C-2. Sie

schirmen eine Seite des Kohlenhydratrings ab unchdglichen so oftmals einen
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stereoselektiven Zugang zu 1,2-trans konfiguriert®mnodukten. Da Acetyl- und
Benzoylschutzgruppen einen Nachbargruppeneffekiereund somit fir eine stereoselektive
Synthese geeignet sind, sollten die HydroxylgrupaenC-2, C-5 und C-6 mit einer dieser
beiden Gruppen geschutzt werden.

Nach Schitzen der Hydroxyfunktionalitdten solltes ddethylglycosidl im Sauren zum
anomeren Acetal umgesetzt werden. Aus diesem Acetat sollte arefobhid mit Lewissaure

und Trimethylsilylcyanid das anomere CyaKidsynthetisiert werden (siehe Abbildung 6.5).

HO Rlo RO
AcOH, Ac ,0O TMSCN 1
HO O Pyridin/R *CI c- H25042 Lersaure RO (o) CN
OMe ——>»
N3 OR?

N3z OH N3 OR!
5 K
R!=Ac, Bz

Abb. 6.5: Geplante Synthese des anomeren Cy&nids

In Fallen in denen eine Schutzgruppe mit Nachbgmgoeffekt an C-2 vorhanden ist, kann
bei Einfuhrung einer Cyanogruppe am anomeren Zentmiter lewissauren Bedingungen die
Bildung eines Cyanoethylidens als Konkurrenzreakéaftreten (siehe Abbildung 6.8

143 Es ist bekannt, dass die Bildung von Cyanoethykteoft unterdriickt werden kann,
indem die Hydroxylgruppe an C-2 durch eine Benzaylge geschiitzt wirtf**** Aus
diesem Grund wurde entschieden, Benzoylschutzgrugpeverwenden. Zuséatzlich bieten
Benzoyl- gegentber Acetylschutzgruppen den Vortiks sie schwerer durch Cyanidionen
abspaltbar und daher unter den Bedingungen dery€e&}lierung mit Trimethylsilylcyanid
und Lewisséure stabiler sind.

RO RO RO

R'O o TMSCN/LeW|ssaure RO RO o

OAc '/_\ - -

. o)

N3 OR N3 o\@ CN N3 OR? N3 o})mCN
M

J
Abb. 6.6: C-Glycosylierung und Cyanoethylidenbilduads Konkurrenzreaktionen.
Die Einfuhrung der Benzoylschutzgruppen in Verbimgle und die anschlieRende Acetolyse
unter Beibehaltung der Furanoseform gelangen nhit gaten Ausbeuten von 89 % bzw.

90 %. Die Einfuhrung des anomeren Cyarfidsrfolgte ausgehend vom anomeren Ac8tat
mit einer fur diese Art der C-Glycosylierung gutensbeute von 64 % (siehe Abbildung 6.7).
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HO BzO AcOH, Ac,0  BzO BzO
Pyridin, BzCl c-H,SO, TMSCN, SnCl,
HO— o _RTzh BzO _35min.RT_ BzO CHZCIZ 4h60c BzO— 5 CN
OMe
89 % 90 % 64 %

N3 OH N3 OBz N3 OBz N3 OBz
5 9
Abb. 6.7: Synthese des anomeren Cyafigsdrei Stufen ausgehend von Verbinding

Im Anschluss sollten die Benzoylschutzgruppen selekunter milden nucleophilen
Bedingungen entschitzt werden. Zunachst wurdenu¢kes im Mikromal3stab (1 - 2 mg
Edukt) im schwach basischen Milieu mit katalytisth®lengen Natriummethanolat in
Methanol durchgefuhrt. Die Retentionszeiten der dBkte (DC), sowie die
massenspektroskopische Analyse der neu entsteh&fedbimdungen wiesen darauf hin, dass
ein nucleophiler Angriff des Methoxids bevorzugt éar Cyanidgruppe und nicht an den
Benzoylschutzgruppen stattfand, wodurch sich eirthpMester bildete. Folglich konnten die
Benzoylschutzgruppen unter Verwendung von Natriutham®lat nicht selektiv entschitzt
werden. Aus diesem Grund wurde nach einer Metho@sudant, mit der sich
Acylschutzgruppen unter neutralen Bedingungen dtespéassen. Herzig et al. zeigten, dass
dies mit KCN in methanolischer Lésung méglich*fst.

Es zeigte sich bei Versuchen zur Entschitzung az&ylschutzgruppen mit KCN, dass
selbst unter diesen neutralen Bedingungen das gehienCyanidll nur als Nebenprodukt
erhalten werden konnte; als bevorzugte Reaktiondevuabermals die Bildung eines
Methylesters beobachtet (siehe Verbindugin Abbildung 6.8). In Fallen, in denen kein
frisch getrocknetes Methanol verwendet wurde, keretienfalls die Entstehung des Amids
12 als Nebenprodukt beobachtet werden. Die Ausbeate Amids schwankte und hing

vermutlich von der Menge des Wassers in der Raadltisung ab.

BzO
0.6 eq. KCN, MeOH
BzO o N _1ThRT 0. COOMe :k_? :%_;/

N; OBz N3 OH N3 OH N3 OH

45 % 15 %

Abb. 6.8: Versuche zur selektiven EntschutzungBenzoylschutzgruppen mit KCN in MeOH.

Nachdem diese beiden Ansatze zur selektiven Enimahgi der Benzoylschutzgruppen
unbefriedigend verliefen, wurde versucht eine dalek Entschitzung der

Benzoylschutzgruppe an C-6 durch ein sterisch acbgrolles Nucelophil zu erreichen.
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Die Wahl viel auf ein Phenylnucleophil, das in Foemer Grignardverbindung leicht erzeugt
werden kann. Bei der Reaktion von Verbind@mit PhMgBr zeigte sich jedoch, dass auch
dieses Nucleophil bevorzugt am Cyanid angriff. Esde, wie in Abbildung 6.9 gezeigt, das

Keton 13 mit einer Ausbeute von 53 % erhalten.

BzO BzO
3 eg. PhMgBr, Et ,0 Ph
BzO o CN 2h. 50 C 2 BzO o
—_— >
53 %
N; OBz N3 OBz
9 13

Abb. 6.9: Versuche zur selektiven Entschiitzung Werbindung9 mit PhMgBr.

Der Grund fur die Uberaus hohe Reaktivitat des @amemCyanids gegentber Nucleophilen
resultiert wahrscheinlich aus dem Elektronenzug Bésgsauerstoffatoms, wodurch der
Cyanid-Kohlenstoff besonders elektronenarm ist smwhit leicht durch Nucleophile aller Art
angegriffen werden kann.

Da eine selektive Entschitzung der Benzoylschupmgn bei keinem der durchgefihrten
Anséatze befriedigend gelang, wurde der in dieserachAbitt beschriebene Syntheseweg an
dieser Stelle abgebrochen und die Synthese naemidlgach den in Abschnitt 6.2.3 und 6.2.4

beschriebenen Strategien fortgefihrt.

6.2.3 Variante B: Einfihrung der zweiten Aminogruppe und anschlie3ende
Erzeugung des C-Glycosids ohne Schutz der freienydroxygruppen

Bei Variante B wurde zunachst versucht, die primBsgroxylgruppe in Verbindundg
selektiv in eine gute Abgangsgruppe zu Uuberfuhrad anschlieend im Sinne einer
nucleophilen Substitution mit einelN¥Nucleophil zu verdrangen.
Als Abgangsgruppe wurde ein Tosylat gewdahlt, da sesh leicht und selektiv bei
Raumtemperatur erzeugen lasst und im Vergleich mderan Abgangsgruppen wie
beispielsweise Triflaten verhaltnismalig stabilerbitedungen bildet, die auch fur die
Séaulenchromatographie geeignet sind.
Neben der erwarteten Tosylatbildung wurden bei dénnschichtchromatographischen
Kontrolle der Reaktion weitere Produkte detektigr eine einfachere Charakterisierung der
entstehenden Nebenprodukte zu ermdéglichen, wurderVersuche zur Tosylierung nach
diesem ersten Befund mit der reingform von Verbindun® durchgefuhrt. Es zeigte sich,
dass aus dem gewinschten TosYatas Epoxidl5 durch eine intramolekulare Substitution
gebildet wurde (siehe Abbildung 610). Die Struktusen Verbindungl4 und 15 wurden
durch®H- und**C-NMR-Spektren gesichert.
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HO
1.4 eq. TsCl, Pyridin
HO o OMe 20h RT :%_?/ b

N3 OH N3 OH N3 OH

5- 14-8 15

Abb. 6.10: Bildung eines Epoxids bei der Tosyligymon Verbindund-p.

Die Auswertung desH-NMR-Spektrums von Verbindung5 zeigte, dass die Signale von
H-6, H-6" und C-6 stark hochfeldverschoben wareas typisch fiir diese Art eines Epoxids
zwischen C-5 und C-6 ist. Zum Vergleich der cheiméscVerschiebungen sind die Daten fir
C-6, H-6 und H-6" der Verbindungéd, 14 und15in Tabelle 6.1 zusammengefasst.

Tab. 6.1: Vergleich von charakteristischen chengschverschiebungen in den H-NMR-Spektren der
Verbindungerb, 14 und15.

Verbindung H-6 (ppm) H-6" (ppm) C-6 (ppm)

5-8 3.75 3.58 64.82
144 (Tosylat) 4.26 4.07 73.95
15 (Epoxid) 2.91 2.69 46.29

Da sich ein Epoxid aufgrund der hohen Ringspanreb®nso wie ein Tosylat durch einen
nucleophilen Angriff substituieren lasst, wurdehmiwersucht, die Reaktion an dieser Stelle
zu optimieren. Stattdessen wurde nach einem mdgl@hfachen Ansatz gesucht, die zweite
Aminofunktionalitdt an C-6 derart einzufihren, dassylat und Epoxid gemeinsam im Sinne
einer nucleophilen Substitution in das gewunschoel&kt Gberfihrt werden konnten.

Trotz der potentiellen Mdglichkeit Tosylat und Epbgleichzeitig zum gewlnschten Produkt
umzusetzen, sollte die Bildung des Epoxids mdglichsiickgedrangt werden, da es sowohl
an C-5 als auch an C-6 von einem Nucleophil gebfimerden kann und die Offnung des
Dreirings an C-5 zu einem unerwinschten Nebenptofdilken wiirde. Aul3erdem war nicht
bekannt, ob sich das Epoxid nicht lediglich unterstischen Bedingungen (hoher Uberschuss
an Nucleophil und hohe Temperaturen) offnen lassgirde und ob unter solchen
Bedingungen nicht auch die Cyanogruppe eine Raaktib dem Nucleophil eingehen konnte
(vergleiche Bildung von Verbinduri in Kapitel 6.2.2).

Als N-Nucleophil fur die Substitution wurde Phthalimicgvgghlt, welches in Form von
Kaliumphthalimid kommerziell erhéaltlich ist und dd&poxid aufgrund seines sterischen
Anspruchs bevorzugt an C-6 6ffnen sollte.

Bei einigen Ansatzen im Mikromal3stab (ca. 5 mg Edwkirde zunachst nach Bedingungen
gesucht, unter denen die Bildung des Epoxids migglicninimal war. Zu diesem Zweck

wurde nach Beendigung der jeweiligen Reaktion eibénnschichtchromatographie
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durchgefuhrt und die mit Schwefelsaure entwickel2@-Platten visuell beurteilt. Eine
Beurteilung mittels HPLC war nicht moglich, da dagoxid nicht UV-aktiv ist und somit
nicht mit dem zur Verfiigung stehenden Detektor gashesen werden konnte. Es zeigte sich,
dass mit 1.4 eq. Tosylchlorid bei einer Reaktioitszen 20 h die Epoxidbildung am
geringsten war. Wurde fur die Reaktion frisch UB€®H getrocknetes Pyridin eingesetzt
entstand in allen Féllen Uberwiegend das Epoxid.idgEswahrscheinlich, dass bei der
Pyridindestillation Spuren von Kaliumhydroxid venseppt wurden, die zu einer schnellen
Epoxidbildung fuhrten.

Die auf diesem Weg erzeugte Mischung aus Ept&idnd Tosylatl4 wurde zur Entfernung
des Uberschissigen Tosylchlorids wassrig aufgdathand nach Trocknen der Rohprodukte
ohne saulenchromatographische Reinigung bei umiedichen Temperaturen mit
Kaliumphthalimid in DMF umgesetzt (siehe Tabell2)6.

Bei Reaktionstemperaturen von 80 — 100 °C und Rmakteiten von mehr als einer Stunde
konnte per DC eine vermehrte unerwinschte intrakatdee Epoxidbildung nachgewiesen
werden. Daher wurde nach anfanglichen Versuchenddémen der Zucker zusammen mit
Kaliumphthalimid vorgelegt und anschlieRend auf djewinschte Reaktionstemperatur
erhitzt wurde (in Tab 6.2 als ,normale* Methode g@ekzeichnet) nach einer Methode
gesucht mit der die Epoxidbildung weiter zurick@edtt werden konnte.

Dazu wurde bei weiteren Versuchen Kaliumphthalimidei der gewlnschten
Reaktionstemperatur in DMF vorgelegt und Verbind@ras Losung in DMF innerhalb von
90 Minuten langsam zugegeben. Durch langsames pfatrasollte eine maoglichst schnelle
Substitution des Tosylats erreicht und auf diesesgWie Bildung des Epoxids verhindert
werden. Dieses Vorgehen ist in Tab. 6.2 als ,ineekethode gekennzeichnet. Es zeigte sich,
dass mit dieser inversen Methode eine bessere Atesbezielt werden konnte.

Die Ausbeute konnte nachfolgend durch Erh6hund.dslichkeit des Kaliumphthalimids mit
Kronenether (18-K-6) weiter gesteigert werden. Bfigabe von einem Aquivalent
Kronenether, einer Temperatur von 100 °C und dresaktionszeit von 6 h wurde mit 67 %

die maximale Ausbeute flir Verbindut§ auf diesem Weg erzielt (siehe Abildung 6.11).

HO TsO o PhthN
1.4 eq. TsCl, Pyridin 1.1 eq. KPhth, 1 eq. 18-K-6
HO— o 20 h, RT HO o 0 DMF, 6 h, 100 T HO— o
OMe OMe + OMe —— OMe
67 % uber 2 Stufen

N; OH Nz OH N; OH N; OH
5 14 15 16

Abb. 6.11: Zweistufige Synthese des Phthalindiisusgehend von Verbindubg
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Bei allen Versuchen zeigten sich Probleme mit dafréinigung von Verbindund®6. Es
entstand ein Nebenprodukt, das sich lediglich pBLEl vollstandig von der gewlnschten
Verbindung abtrennen lief3. Dieses wurde nicht télidig charakterisiert; prinzipiell scheint
aber die 5-Position von Verbindurdg ein méglicher Angriffspunkt fur das Phthalimid zu
sein, was zur Ausbildung eines sdulenchromatogsaplichwer abtrennbaren Nebenprodukts
fiihren wirde. Eine Ubersicht tiber Versuche zurifining des Phthalimids gibt Tabelle 6.2.

Tab. 6.2 Versuche zur Einfihrung einer Phthalimigge bei Verbindun§.

m () Stufe 1 (bezlggpgrﬁhaw) ls-aﬁfeK(gEtzr%gen MeEti?lchSr?rErTghth Aufarbeitung  t(h) T (°C) Ausltz;eme

107 mg é,'y“r din 5o hTSRCT" 1.15 eq. normal CHg 6 50

277 mg é,'y“r din 5o hTSRCT" 1.00 eq. normal EE 24 100 27 %
296 mg é,'y“r din 5o hTSRCT" 1.60 eq. normal gD 16525 7080  11%
101 mg é‘y“r i dir?,qéo hT“;CT" 1.10 eq. invers EE 24 100 42 %
219 mg é,'y“r din 5o hTSRCT" 1.10 eq. 0.23eq. invers CHCI 5 100 49 %
101 mg é’y“ri a0 hTf__{CT" 1.10 eq. 0.99 eq. invers EE 6 100 67 %
333 mg é‘y“r i dir?,qéo hT“;CT" 1.10 eq. 1.10 eq. invers EE 30 80 47 %
333 mg é,'y“r din 5o hTSRCT" 1.10 eq. 1.10 eq. invers EE 30 90 46 %
333 mg é’y“ri din 5o hTf__{CT" 1.10 eq. 1.10 eq. invers EE 6 100 65 %
333 mg é‘y“r i dir?,qéo hT“;CT" 2.00 eq. 1.10 eq. invers EE 6 80 46 %
333 mg é‘y“r i dir?,qéo hT“;CT" 2.00 eq. 1.10 eq. invers EE 6 90 42 %
333mg LA €4 TSCL 5456, 1.10 eq. invers EE 6 100 43%

Pyridin, 20 h, RT

Erlauterungen zur Tabelle:

» Bei der 2-stufigen Reaktion wurde die Bildung desytierten Zuckers und des Epoxids als Reaktion mit
etwa konstanter Ausbeute betrachtet, da die Rewtadingungen bei dieser ersten Teilreaktion kahsta
gehalten wurden.

+ Die angegebenen Aquivalente an Kaliumphthalimid #indnenether beziehen sich auf die eingewogene
Masse des Eduk&und nicht auf die des tosylierten Zuckers oderkfasxids.

* Unter Aufarbeitung wird das organische Ldsemittehgnnt, welches zum Ausschuitteln gegen Wasser
benutzt nach Beendigung des ersten Teilschritt&Rkdaktion verwendet wurde.

Im Anschluss an die erfolgreiche Einfihrung der iteve Aminofunktionalitat auf dem hier

beschriebenen Weg gelang die Darstellung von Vddrig 17 durch Benzoylierung der
freien Hydroxylgruppen mit einer guten Ausbeute 8dr% (siehe Abbildung 6.12).
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PhthN 3.4 e, B2C, Pyridin PhthN 1) Ac,0, HOAC, H,SO, PhthN
HO o o h RT BzO o 2.) TMSCN, Lewis-Saure BzO o. CN
OMe OMe
84 %
N3 OH Ns OBz N3 OBz
16 17

Abb. 6.12: Einfuhrung von Benzoylschutzgruppen erbindungl6 und Reaktionsschema zur anschlielRenden
Darstellung eine€-Glycosids.

Mit Verbindung 17 stand nun ein Baustein zur Verfigung, der nachtdlgse des
Methylglycosids leicht in ein C-Glycosid Uberfuhsterden konnte. Aufgrund der zuvor
erwahnten Problematik bei der Aufarbeitung von Wetbng 16 wurde jedoch nach einer
weiteren, verbesserten Variante fur die Herstelluog Verbindungl7 gesucht. Diese wird
nachfolgend in Kapitel 6.2.4 beschrieben.

6.2.4 Variante C: Einfuhrung der zweiten Aminogruppe mit vorherigem Schutz
der freien Hydroxylgruppen und anschlieende Erzeugng des
C-Glycosids

Mit dem in Abschnitt 6.2.3. beschriebenen Ansatzr vminzipiell ein Zugang zur

gewulnschten Verbindurly’ gefunden worden. Da bei diesem Syntheseweg jedoabtieme

bei der saulenchromatographischen Aufreinigungratefh, wurde nach einem Weg gesucht
die Hydroxylgruppe an C-5 vor der Einfuhrung dedckstoffs an C-6 mit einer

Benzoylgruppe zu schiitzen, so dass keine unerwitmdepoxidbildung mehr auftreten

konnte. Der zu diesem Zweck geplante Synthesewéy Asbildung 6.13 dargestellt.

selo sGlo HO PhthN
BzO BzO BZO
OMe ——> OMe ———> OMe —> o] —

N3 OH N3 OH N3 OBz N3 OBz N3 0Bz
SG1 = Trt, MMT oder DMT

Abb. 6.13: Geplanter Syntheseweg zur verbessergest&lung von Verbinduniy7.

Aufgrund der hoheren Reaktivitdt des primaren Atdehan C-6 ist eine direkte Blockierung
der sekundaren Hydroxylgruppe an C-5 mit einer Bglszhutzgruppe nicht moéglich. Daher
musste vor Einfihrung der Benzoylschutzgruppe diengre Hydroxylgruppe selektiv
geschiitzt werden. Die in Abbildung 6.14 als*$®zeichnete Schutzgruppe musste daher in
der Lage sein, selektiv mit einem primaren Alkolzol reagieren und sollte gleichzeitig
orthogonal zu den nachfolgend einzufihrenden Bdazbytzgruppen und der Azidgruppe

sein, um in einem Folgeschritt selektiv abgespaltetden zu kénnen. Des Weiteren war
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darauf zu achten, dass S6Gfalls sauer abspaltbar - unter milden Bedingungetfernt
werden konnte, da durch die Verwendung von Benezbulzgruppen in stark saurem Milieu
ein Acylshift wahrscheinlich ware.

Schutzgruppen, die diese Kriterien erfullen, sinditylschutzgruppen [Trityl (Trt),
4-Monomethoxytrityl (MMT) und 4,4"-Dimethoxytrity DMT)]. Sie kénnen aufgrund ihres
sterischen Anspruchs meist selektiv mit primarekoAblen zur Reaktion gebracht werden,
lassen sich unter milden basischen Bedingungeiileih und unter vergleichsweise milden
sauren Bedingungen abspalten, da sie stabileetmnpische Kationen bilden kénnen.
Aufgrund der Moglichkeit eines Acylshifts bei einbspaltreaktion im Sauren fiel die Wahl
der Schutzgruppe auf DMT, da sich DMT dank zweiarapmethoxysubstituierter
Phenylringe unter milderen Bedingungen als die ylFriund die MMT-Schutzgruppe
abspalten lasst®

Da sich die DMT-Schutzgruppe unter gleichen Bedirggun in ein Molekil einfiihren lasst
wie eine Benzoylschutzgruppe, bestand zudem dielithgit beide Funktionalitaten in

einer sequentiellen Eintopfreaktion einzufthren.

HO 1.35 eq. DMTCL, Pyridin O 2.6 eq. B2Cl, Pyridin DO
.35 eq. , Pyridin .6 eq. BzCl, Pyridin
HO— o 18 h, RT HO— o 2h-15C, 4 h RT BzO o
OMe —— OMe ——mm> OMe
N OH N OH Nz OBz
5 18 19

Abb. 6.14: Synthese von Verbindud® durch Einfiihrung von DMT- und Benzoylschutzgruppgeneiner
sequentiellen Eintopfreaktion.

Die Einfuhrung der DMT-Gruppe gelang, wie in Abhiidy 6.14 gezeigt, unter milden
Bedingungen mit 1.35 eq. DMT-chlorid in Pyridin bRaumtemperatur. Die Bildung von
Verbindung 18 konnte per MALDI-MS durch Entnahme einer Probe adsr
Reaktionsmischung nachgewiesen werden, wobei detzZDMT-chlorid Uberschusses weder
in den MALDI-Spektren noch auf den Dunnschichtchatmgrammen ein Hinweis auf die
Bildung von mehrfach DMT-substituierten Produkteefupden wurde. Nach 18 h war
praktisch kein Edukt mehr detektierbar, woraufhia Beaktionsmischung gekihlt und mit
2.6 eq. BzCl versetzt wurde. Sechs Stunden nacEutgbe liel3 sich Verbindurig bei der
dunnschichtchromatographischen Kontrolle nicht meétektieren. Verbindund9 konnte
wie zuvor Verbindungl8 maldispektroskopisch durch Entnahme einer Probe der
Reaktionslésung nachgewiesen werden. ZusatzlichVetbindung 19 wurden geringe
Mengen von Verbindung detektiert, ein Hinweis darauf, dass eine kleinenlye von
Verbindung5 bei der im ersten Schritt durchgefiihrten Umsetaunfgt mit DMT-chlorid zur

-B55 -



Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der @s4ll

Reaktion gebracht werden konnten. Fir eine grobieefugung von Verbindund9 wurde
die Reaktionslosung bis zur Trockne eingeengt unsdtdiel3end mit Chloroform und Wasser
ausgeschuttelt, um Reste an Pyridin und die beRdaktion entstehenden Pyridiniumsalze
vor der sauren Abspaltung abzutrennen.

Auf eine Bestimmung der Ausbeute und auf eine MHietd¢ Charakterisierung der
Zwischenstuferl8 und 19 wurde verzichtet, da die nachfolgende saure Eiitzahg ohne
vorherige séulenchromatographische Aufreinigung leadierung dieser Zwischenprodukte
durchgefuhrt werden sollte.

Fur die Entschitzung der DMT-Gruppe wurden unteesitithe Reaktionsbedingungen
getestet. Entschitzungsversuche mit 60 % iger vg&sdEssigsaure zeigten, dass Verbindung
19 aufgrund ihrer geringen Polaritat in polaren Ldsem kaum in Losung gebracht werden
konnte. Selbst nach zehn Tagen bei Raumtemperatudas Edukt aufgrund der schlechten
Loslichkeit nicht vollstandig verbraucht. Nach Abbh und Aufreinigung wurde neben der
gewtnschten Verbindung0 auch Verbindun@2l mit einer Ausbeute von 14 % erhalten.
Auch Versuche die L6slichkeit durch eine ReaktionUltraschallbad zu erh6hen scheiterten.
Da ein Acylshift und somit die Bildung des Nebermjukis 21 durch lange Reaktionszeiten
beginstigt wird, wurde nachfolgend nach Mdglichieiggesucht, die DMT-Schutzgruppe in
einem weniger polaren Losemittel abzuspalten, wenLdslichkeit und somit die Reaktivitat
des Edukt4.9 zu erh6hen.

1.) 1.35 eq. DMTCI, Pyridin

HO 18 h, RT BZO
2.) 2.6 eq. BzCl, Pyridin
HO o 2 h-15C, 4 h RT BZO
OMe
3)1.4 eq. HCl in MeOH
N3 OH 20 min (0C), 60 min (RT) N3 OBz N3 OBz

87 % 4%

Abb. 6.15: Synthese von VerbinduB@in drei Stufen aus Verbinduriy

Als geeignete Variante erwies sich die Verwendung wethanolischer HCI-Lésung, die
durch Zugabe von Acetylchlorid zu einer Losung Warbindungl9 in trockenem Methanol
erzeugt wurde.

Durch Verwendung der methanolischen HCI-Losung kenWerbindung19 mit einer
hervorragenden Ausbeute von 87 % Uber 3 Stufengéemnd von Verbindund) in
Verbindung 20 Gberfiihrt werden (siehe Abbildung 6.15). Eine Zus®nfassung der
durchgefuhrten Versuche zur DMT-Abspaltung gibt 8lk6.3.

- 56 -



Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der @s4ll

Tab. 6.3: Versuche zur Synthese von Verbindi@durch Einfiihrung von DMT- und Benzoylschutzgrupjoen
einer sequentiellen Eintopfreaktion.

Reaktionszeit DMT- Verbindung 20 Verbindung 21
DMT-Abspaltung Abspaltung (Ausbeute bezogen auf(Ausbeute bezogen auf
Edukt 5) Edukt 5)
HOACc (60 %), RT 10d (RT) 70 % 14 %
4.5 eq. HCl in MeOH 15 min (RT) 84 %
25eq. HClinMeoH 0 Min (8 C), 85 %
20 min (RT)
1.4 eq. HClin Meon 20 Min (0 ©), 87 % 4%
60 min (RT)

Bei der Synthese von Verbindur® im Multigrammmalstab (47.2 g Eduk) sank die
Ausbeute von 87 % auf 67 %. Probleme bei der Sgetlre dieser Grol3enordnung bereitete
unter anderem die Lo6slichkeit des Edukts. Wahremdkleinen Mal3stab (1 g des Edulls
keine Loslichkeitsprobleme im Verlauf der dreistiein Synthese zu beobachten waren, l6ste
sich das Zwischenprodult9 bei einem grof3en Ansatz erst nach langerer Betagdim
Ultraschallbad. Der Grund daflr dirfte die gerimg@berflache des Zwischenprodukts bei
einem grol3en Ansatz sein (weniger Angriffsflachedés Losemittel). Der 1 g Ansatz wurde
in einem 250 ml Kolben durchgefiihrt. Fur vergleiatéd Reaktionsbedingungen, hatte ein
Kolben mit einem Volumen von etwa 25 | benutzt veerdnissen, der jedoch nicht zur
Verfigung stand. Stattdessen wurde ein 4 | Kolberwgndet. Des Weiteren dauerte die
Neutralisation der HCl-sauren Methanollésung mifNEbeim Ansatz im Mutigrammmalstab
langer, da die Warmeentwicklung bedeutend groRerumd die vollstdndige Kuhlung der
Reaktionsmischung bei einem Reaktionsvolumen véreldenfalls mehr Zeit bendétigte, als
bei einem Volumen von lediglich 60 Millilitern. Sear es nicht Gberraschend, dass aufgrund
der langeren Lo6sungs-, Abkihl- und Neutralisatieitsn mehr des unerwiinschten
Nebenprodukt®1 entstand als bei Ansatzen in kleinerem Mal3stalbbiwéung21 konnte
jedoch in einem Folgeschritt unter Verwendung va®MNe in Methanol wieder in das Edukt

5 Uberfuhrt und so zur erneuten Synthese von Veunigd0 verwendet werden.

Mit Verbindung20 lag nun ein Molekdl vor, welches durch die Bengokutzgruppe an C-5
keine unerwinschte intramolekulare Epoxidbildungdsg nachfolgenden Tosylierung mehr
eingehen konnte (zur Epoxidbildung siehe Absclthitt3).
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Die nachfolgende Tosylierung von Verbindur2® mit Tosylchlorid in Pyridin (siehe
Abbildung 6.16) gelang entsprechend, ohne das8ittleng eines Epoxids bei der Reaktion
beobachtet werden konnte, mit einer sehr guten &utsb von 87 % nach
saulenchromatographischer Aufreinigung. Die gute sbeute lie3 sich auch im

Multigrammmalf3stab reproduzieren.

HO | d Ts0 1.2 KPhth, DMF PhthN
2.8 eq. TsCl, Pyridin .2 eq. ,
Bz0— o 64 h, RT Bz0— o 10d,60 T BzO— o
OMe —_— OMe ——m> OMe
87 % 96 %
N3 OBz N3 OBz Nz OBz
20 22 17

Abb. 6.16: Synthese von Verbinduhgaus Verbindun@0 in zwei Stufen.

Die Substitution des Tosylag?2 mit Kaliumphthalimid gelang im nachsten Schrittt miner
exzellenten Ausbeute von 96 %. Aufgrund der genngaslichkeit des Kaliumphthalimids in
DMF wurde das Ende der Reaktion jedoch erst nach Thgen beobachtet. Der
Reaktionsverlauf wurde einmal taglich durch Verdheider Peakflachen in den HPLC-
Chromatogrammen einer Probe der Reaktionsmischarfglgt. Es wurden keine Versuche
unternommen die Reaktionszeit durch eine verbestéxlichkeit des Kaliumphthalimid mit
Kronenether (18-K-6) zu verkirzen, da die Ausbéwtevorragend war und sich auch im
Multigrammmalf3stab (30 g EduR®) reproduzieren liel3.

Verbindungl7 konnte letztlich mit diesem etwas langeren Reaktieg mit einer sehr guten

Ausbeute von 72 % Uber 5 Stufen aus Verbinduegzeugt werden.

Da Verbindundl? die beiden gewiinschten Aminofunktionalitdten immr@ines Phthalimids,
bzw. einer Azidgruppe enthielt, musste in den ni&chReaktionsschritten lediglich noch ein
anomeres C-Glycosid erzeugt werden, um alle fur dielstrukturen notwendigen
Funktionalitaten im Molekil zu haben. Das C-Glydospllte analog zur Darstellung von
Verbindung9 aus Verbindung@ (siehe Abschnitt 6.2.2) durch Acetolyse des Mejlyglosids
und anschlieRende Einfiihrung eines Nitrils mit THEBt@d und Zinntetrachlorid synthetisiert
werden.

Die zunachst durchgefihrte Acetolyse gelang mieregehr guten Ausbeute von 96 % (siehe
Abbildung 6.17). Das so erzeugte anomere Ac2Batonnte im Anschluss mit einer guten
Ausbeute von 67 % in das Schlusselinterme8tiberfihrt werden, wobei aufgrund des
Nachbargruppeneffekts der Benzoylschutzgruppe &h I€diglich dasp-Anomer erhalten
wurde. Beide Reaktionen wurden auch im Multigrammstab durchgeftihrt, wobei letztlich

40 g von Verbindun@4 hergestellt werden konnten.
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AcOH, Ac ,0
PhthN C-HZSO42 PhthN TMSCN, SnCl, PhthN
BzO— o 55 min, RT BzO— CH,Cl, ,3 h, 60 T BzO— o CN
OMe ——> OAc — >
96 % 67 %
N3z OBz N3z OBz N; OBz
17 23 24

Abb. 6.17: Synthese von Verbindu4gin zwei Stufen aus Verbindurly.

Dank der zweimal verbesserten Schutzgruppensteategide ein Zugang zu Verbindug
gefunden, der mit hervorragenden Ausbeuten moégé@hund auch im Multigrammmalstab
umgesetzt werden konnte. Ausgehend von der litdrekannten 3-AzidoalloseverbinduB3g
gelang die Synthese von Verbinduggin acht Stufen mit einer sehr guten durchschaitén
Ausbeute von 90 % pro Stufe.

Mit Verbindung24 lag nun ein Zucker vor, bei dem alle bendtigtenkaonalitaten fur die
Darstellung einer Zuckerdiaminosaure enthalten wa@ur Synthese der Zielstrukturen
mussten die Funktionalitaten nun noch entschitdtamschlieend neu geschitzt werden, um
Bausteine zu erhalten, die fur Standardpeptidkogdteaktionen nach der Fmoc-Strategie
geeignet sind.

Diese Modifikationen des Zuckers werden in den stimhKapiteln beschrieben.

6.2.5 Umsatz von Schlisselverbindung 24 zur freien Zucka@aminosaure 26

Um ausgehend von Verbindu@dg eine freie Zuckeraminoséure zu erzeugen, musstden
folgenden Schritten die Nitrilfunktion zur Carbons® sowie das Phthalimid zum freien
Amin umgesetzt werden. Bei der basischen Entschiteines Phthalimids war zu erwarten,
dass die Benzoylschutzgruppen aufgrund ihrer hohéabilitat gegeniber Nucleophilen
ebenfalls abgespaltet werden (siehe Abbildung 6.18)

PhthN PhthN Hydrazigi:jjg:hydrat HaN o
saure
Bz0— o GN Hydrolyse BzO— _COOH NaBH/HOAC HO— _COO
— -
N3 OBz N; OBz N3 OH
24 25 26

Abb. 6.18: Geplante Synthese der freien Zuckerasdine26 aus Verbindun@4.

Zur Hydrolyse von Nitrilen stehen mehrere Mdoglicike zur Verfigung. Neben der
basischen Hydrolyse ist auch eine Hydrolyse in ngssaurem Medium, z.B. mit Salzsdure
maoglich. Die Hydrolyse mit Salzsaure hat den Vart@ass sich Salzsdure im Gegensatz zu
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Hydroxy- und anderen nucleophilen Basen in vielerganischen Lodsemitteln in
ausreichender Konzentration I6st. Aufgrund der lemgm Struktur von Verbindurigd wurde
daher die saure Hydrolyse des Nitrils bevorzugt.

Die Abspaltung von Phthaloylschutzgruppen findet der Regel unter stark basischen
Reaktionsbedingungen st&tf:*° Zumeist wird Hydrazin verwendet, das als Abspattpit
ein schwerlésliches Phthalazin bildet. Eine Ausn@hbildet eine vonGanem et af’*
entwickelte Methode, bei der unter wesentlich migde Bedingungen zunachst eine der
beiden Carbonylfunktionen der Phthaloylgruppe ulMemwendung von NaBlHzum Alkohol
reduziert wird (siehe Abbildung 6.19). In einem #ene Reaktionsschritt wird der gebildete
Alkohol in essigsaurer Losung bei 80 °C unter Bildeines Lactons abgespalten und man
erhalt die freie Aminogruppe.

o) OH
HOAc, pH 5
NaBH, CH,OH 80 C
N-R ———— N-R | ——— NHR O + RNH,
o] o) o] o)

Abb. 6.19: Mechanismus der Phthaloylabspaltung e#mér Methode vosanem et at>*

a. Saure Hydrolyse

Die saure Hydrolyse des Nitrils wurde in einer 4lanen HCI-Losung mit unterschiedlichen

Verhaltnissen von Dioxan und Wasser durchgefihdbev mit einem Volumenverhaltnis

Dioxan/Wasser von 7:3 bei einer Temperatur von 66t sehr gute Ausbeute von 91 %

erzielt werden konnte. Eine Zusammenfassung dehdefihrten Versuche zeigt Tabelle 6.4.

Tab. 6.4: Versuche zur Darstellung von Verbind@bglurch saure Hydrolyse des Schlisselinterme@iats

H,O/Dioxan (V/V) HCI-Konzentration = Temperatur  Reaktionszeit =~ Ausbeute Verbindung 25

10:1 4 M RT 96 h 40 % (56 % Edukt)
10:1 4 M 60 °C 21h 80 %
7:3 4 M 60 °C 21h 91 %

b. Abspaltung der Phthaloylschutzgruppe

Ausgehend von der Phthalimid-geschitzten Carboasgiimusste nun das freie AmRb6
synthetisiert werden. Die ersten Versuche zur Albspg der Phthaloylschutzgruppe wurden
unter den Bedingungen der Abspaltmethode @anem et at> durchgefiihrtEs zeigte sich,
dass die Benzoylschutzgruppen unter diesen Bedgeguebenfalls abgespaltet wurden, so

dass Verbindung6 ohne weitere Behandlung mit Base aus Verbindterhalten wurde.
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1.) 5 eq. NaBH 4 iPrOH/H,0 6:1, 14 h, RT
2.) HOAc, pH 4.8, 80 €, 150 min

62 %

/\ .

PhthN oo PN H,N o
BzO— . CN heee BzO— _COOH HO— , COO
_—

91 %

N3 OBz N3 OBz N3 OH
24 25 \\_/ 26

EtOH/Hydrazinhydrat 2:1,
80°C, 7 min

83 %

Abb. 6.20: Darstellung der freien Zuckeraminos@Geaus Schliisselintermedi2d4.

Bei anschlieBenden Versuchen das Produkt zu iealiekonnte mit gangigen
Aufarbeitungsmethoden (RP-S&ulenchromatographisséhiitteln, Umkristallisation) leider
keine vollstandige Trennung des entstehenden Zsickem dem als Nebenprodukt
anfallenden Natriumacetat erreicht werden. EinetiBesung der Ausbeute war daher nur
durch Auswertung der Integrale von NaOAc und Vethbimg 26 im *H-NMR-Spektrum
maoglich, wobei auf diese Weise eine Ausbeute vofo82r die Absapltung ermittelt werden
konnte (siehe Abbildung 6.20).

Eine bessere Reinheit der freien Zuckeraminosaomatke durch Versuche zur Entschiitzung
des Phthalimids mittels Hydrazinolyse erzielt werdeiehe Abbildung 6.20). Diese wurde
bei 80 °C in einer 2:1 Mischung von Hydrazinhydratl Ethanol durchgeftihrt. Diinnschicht-
chromatographische Kontrolle zeigte die vollstaedigntschitzung von Verbindungb
bereits nach 8 Minuten an. Direkte RP-s&ulenchrographische Trennung der Zucker-
aminosaure6 von dem als Nebenprodukt entstehenden Phthalaklogfehl, da selbst mit
reinem Wasser als Elutionsmittel keine ausreichdmwdanung erzielt werden konnte.

Die entstehende Zuckeraminosaure ist, im Gegersattem als Nebenprodukt entstehenden
Phthalazin, gut in Wasser l6slich. Dies wurde fineegrobe Aufreinigung vor der RP-Saule
genutzt. Nach Einengen der Reaktionslosung zur Kheockonnte durch Lésen des
Rohprodukts in Wasser und anschlieRendes Zentifeigi (8500 U/min, 4 °C, 20 min) ein
Grolteil des Phthalazins abgetrennt werden, dachsats reinweil3es Pellet am Boden des
Zentrifugenréhrchens abschied. Die verbleibendemuMeinigungen wurden mit einer
RP-Saule (C-18 funktionalisiertes Kieselgel) undséé& als Elutionsmittel abgetrennt, so
dass keine Verunreinigungen mehr im NMR-Spektrurerkennen waren.

Eine Ubersicht tiber die durchgefiihrten VersuchePhihaloylentschiitzung zeigt Tabelle 6.5.
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Tab. 6.5: Versuche zur Entschiitzung von Verbind2fig

Reaktionsbedingungen Ausbeute Aufarbeitung Reinheit
a) RT, HO/i-PrOH 6:1, 21 h
62 % RP-Saule <50 %
b) 80 °C, HOAc (pH 4.8), 2.5 h
80 °C, Hydrazinhydrat/EtOH 1:2 H,0, Zentrifuge (4 °C, 8500
. >70 % . ) > 95 %
15 min U/min, 20 min), RP-Saule
80 °C, Hydrazinhydrat/EtOH 1:2 H,0, Zentrifuge (4 °C, 8500
_ 83 % _ ) > 95 %
8 min U/min, 20 min), RP-Saule

Da die Fullmittel fir RP-Saulenchromatographie sdbuer sind eignete sich diese
Aufarbeitungsmethode nur fir Synthesen im kleineal3stab. Fiur groRere Anséatze wurde
eine kurze Normalphasensaule zur Aufarbeitung givwah- 6 cm Hohe) und das Produkt
mit Acetonitril — Acetonitril/H,O 3:1 eluiert. Es zeigte sich, dass das so gewannen

Rohprodukt fur die weitere Umsetzung geeignet war.

6.2.6 Synthese der orthogonal geschitzten, peptidkupplusgauglichen
Zuckerdiaminosauren aus der freien Zuckeraminosaure26

Mit Verbindung26 stand eine Zuckeraminosaure zur Verfiigung, dieStahdardmethoden
aus der Chemie der Aminosauren und Peptide in eeligschten, orthogonal geschitzten
Zuckerdiaminosauren uberfuhrt werden sollte. Dgrlagge Syntheseweg fur die Einfihrung
der dazu notwendigen Schutzgruppen ist in den Abhiien 6.21 und 6.22 skizziert.

®

H3N o FmocHN FmocHN
1 1
HO o. €00 2 Stufen HO o. €O0SG MOMO o. COOSG
—_— —_—
N3 OH N3 OH N3 OMOM
26 Q R

SG! = Me, Et oder MOM

Abb. 6.21: Geplante Synthese des Intermediats Rl@ueien Zuckeraminosau?é.

Die ungeschitzte Aminofunktionalitat der Zuckeraosi@ure26 sollte zunachst durch eine
Fmoc-Gruppe geschiitzt werden. Nach Einfuhrung deod-Gruppe, mussten nun nur noch
die beiden OH-Gruppen mit MOM-Schutzgruppen blogkieerden, um Zielverbindung A zu
erzeugen (siehe Syntheseschema Abbildung 6.22kuvlee aus der Doktorarbeit von F.
Sicherl®* zeigten jedoch, dass die Einfilhrung der MOM-Sdajuigpen immer eine
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gleichzeitige Veresterung der CarbonséaurefunktianFolge hatte. Sicherl beschrieb zudem,
dass sich dieser Ester im Anschluss nicht ohne gleehzeitige Abspaltung der Fmoc-
Gruppe verseifen lie. Daher wurde vor der Einfilgruder MOM-Schutzgruppen die
Erzeugung eines Esters erwogen, der unter mildeisdieen Bedingungen in Anwesenheit
einer Fmoc-Schutzgruppe eventuell verseift werdennke. Hierbei wurden Methyl- und
Ethylester favorisiert, da sie sich im Vergleich anderen Carbonsdureestern schon bei
verhéltnismaRig niedrigen pH-Werten hydrolysiem@ssert>?

AnschlieBend sollten die  MOM-Schutzgruppen mit  BPhospentoxid  und
Formaldehyddimethylacetal eingefiihrt werden. Déagante bietet sich als gute Alternative
fur die Verwendung der extrem giftigen MOM-Haloggmian.

Nach erfolgreicher Einfiuhrung der Methoxymethyldelguuppen sollte auf zwel
unterschiedlichen Wegen weiter verfahren werdenm Zainen sollte eine selektive
Entschitzung des Esters und zum anderen eine pidige Entschitzung von Ester und
Fmoc-Schutzgruppe entweder durch unterschiedlidhekes Basen oder unterschiedliche
Konzentrationen an Base erreicht werden. Dies mebftlie Mdglichkeit alle gewiinschten
Zielverbindungen A, B undC) ausgehend von IntermedRtzu erzeugen (siehe Abbildung
6.22).

FmocHN
MOMO o COO0SG!
N3 OMOM
R
schwache 1) starke Base
Base 2) Boc,0
FmocHN BocHN
MOMO o COOH MOMO o COOCH
N; OMOM N3 OMOM

Zielverbindung A

1) Reduktion

1) Reduktion 2) Base, FmocOS
2) Base, Boc ,0 ) Base, -

BocHN

MOMO o
COCH

FmocHN
MOMO

COOH
O

FmocHN OMOM
BocHN OMOM

Zielverbindung B Zielverbindung C

Abb. 6.22: Schema fir die geplante Synthese dévetigindungerA, B undC ausgehend von Intermediat R.
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a. Einfihrung der Fmoc-Schutzgruppe

Nach dem in Abbildung 6.23 skizzierten Syntheselid}ysich Verbindun@6 mit FmocOSu

in einer 0.1 M NaCO; Losung in Wasser/Aceton 1:1 mit einer sehr gutesb&ute von 90 %
zu Verbindung27 umsetzen (siehe Abb. 6.24). Verbinduigformte bei der Aufarbeitung
eine zadhe, gummiartige Masse, die in allen getstebsemitteln schlecht l6slich war und
nur schwer getrocknet werden konnte, da die Restidtel in der gummiartigen Masse
eingeschlossen blieben. Beim Anlegen eines Vakuum&ntfernung der Restlésemittel kam
es — abhangig vom Loésemittel - entweder zu steéskbaumbildung oder zu einer plétzlichen
Verbreitung des Produkts im Spritzschutz. Ein Uwstlatlisieren der Subtanz war nicht
maoglich, da sich bei Zugabe unterschiedlicher Lagehund Lésemittelgemische jeweils ein
zaher Schleim bildete, der kaum noch aus den Rewgefdssen zu entfernen war. Eine
Kristallisation des Produkts war in keinem Fall etlkennen. Eine grobe Reinigung durch
Ausschutteln war aufgrund der Schwerloslichkeit Besdukts ebenfalls nicht moglich. Eine
geringe Lo&slichkeit der Substanz konnte in einigeetonitril/Wasser-Gemischen beobachtet
werden; daher wurde die Reaktionsmischung nachde¢ten Reaktion, Einstellen des pH-
Werts auf 4 mit 1 M HCI und vorsichtigem Einrotieyén grol3en Mengen Acetonitril/Wasser
3:1 aufgenommen, direkt auf Kieselgel aufgezogahper Saulenchromatographie tber eine
kurze Kieselgelsaule (Hohe ca. 5 cm) gereinigt, evoldie unpolareren Anteile der
Reaktionsmischung zunachst mit reinem Acetonithilieet wurden. Das Produkt wurde
letztlich mit Wasser/Acetonitril 1:10 von der Saulgewaschen. Aufgrund der
Schwerldslichkeit kristallisierte ein Teil des Pusts fortlaufend am Hahn der Saule aus. Aus
diesem Grund musste der Hahn nach jeder aufgefandenaktion mit Wasser/Acetonitril 1:3
gut gespult werden. Beim Anlegen von Vakuum zurfétnting der Restlésemittel aus dem
gesaulten Produkt kam es erneut zu starker Sch&unbi Daher war es notig den Druck bei
der Trocknung der Substanz in sehr kleinen Schritie erniedrigen (ab 300 mbar ca. 1
mbar/Minute). Nach der Trocknung lag die SubstdaZenverteilter, weisser Feststoff vor,
der bei erneuter Zugabe von Losemitteln eine Swsperergab und sich unter kréaftigem
Ruhren, bzw. durch Zentrifugieren erneut in eineez&ummiartige Masse verwandelte.
Grund fur dieses ungewdhnliche Verhalten von Vetbig 27 durfte ihr amphiphiler
Charakter sein. Mit einer Fmoc-Schutzgruppe auf dgnen Seite und einer
Carbonsaurefunktion auf der anderen Seite stelegrelme sehr polare und eine sehr unpolare
Gruppe in rdumlicher Nahe. Dies kénnte beispielsavalie Bildung von Micellen bei der
Zugabe von Losemitteln bewirken. Die Schwerldslahkolcher Substanzen wurde bereits in

meiner Diplomarbeit an einer ahnlichen Verbindueglmchtet>
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b. Veresterung der Carbonsaurefunktion und Einfuhrung der MOM-Schutzgruppen

Nachdem die Fmoc-Gruppe mit guter Ausbeute eingefiierden konnte, sollte im nachsten
Schritt die Carbonsaurefunktion mit einem geeigméttkohol verestert werden. Dies sollte
zum einen die LOoslichkeit und damit die Handhabedarikund Reaktivitat des Zuckers
verbessern und zum anderen die Bildung eines MOtdrEdei der nachfolgend geplanten
Einfuhrung von Methoxymethylschutzgruppen verhind@iehe Abb. 6.21).

Fur diese Veresterung wurden drei unterschiedlBbeingungen getestet. Zunachst wurden
Carbodiimide eingesetzt, die bei der Herstellung #stern — oftmals in Kombination mit
DMAP als Acyltransferreagenz — breiten Einsatz dimd(Steglich-Veresterung)? Ein
allgemeiner Mechanismus zur Esterbildung mit Caiibbden und DMAP ist in Abbildung
6.23 gezeigt. Der Zusatz von DMAP fuhrt zu einehdung der Reaktionsgeschwindigkeit
und damit zur Minimierung der literaturbekannten3-Wmlagerung des Intermediats

(O-lsoacylharnstoff) zum unreaktivétAcylharnstoff.

R2 — / 0]
o \N\ R\N,\ )7\/\ INQN\ )k;\ 0
P
HN

DMAP / \ RB-OH )l\
—e—
1 3
® ) Vi R OR
—N

Abb. 6.23: Mechanismus der Veresterung mit Carloaidizn und DMAP (Steglich-Veresterung).

Erste Versuche unter Verwendung von DCC ergabengéasinschte Produkt mit einer
Ausbeute von 50 %. Es zeigte sich, dass die zuesthHyiebene Schwerldslichkeit des Edukts
unproblematisch war, da sich nach Suspension deskt&dn Methanol, Zugabe des
Carbodiimids und DMAP eine langsamer Umsatz dektdoeobachten liel3, der nach etwa
12 h beendet war. Der als Nebenprodukt entstehddeDicyclohexylharnstoff (DCU) liel3
sich nach beendeter Reaktion durch einfaches dfétni der Reaktionsmischung entfernen,
jedoch wurden bei der dinnschichtchromatographischieaktionskontrolle mehrere
Nebenprodukte detektiert, die nicht n&her untersweinden.

Aufgrund der geringen Ausbeute wurden im Anschisissuche zur Bildung des Esters unter
Verwendung von DIC durchgefiihrt. Mit diesem Kupmgareagenz liel3 sich die Ausbeute auf
65 % steigern, hier gelang jedoch die vollstandigjatrennung des bei der Reaktion
entstehenden DIU weder durch Saulenchromatographienoch durch
Umkristallisierungsversuche aus EE/Hexan-Gemiscligia. Ausbeute wurde daher durch

einen Vergleich der Peakflachen des anomeren Fyotmm Verbindung28 und der
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Methylsignale desN,N’-Diisopropylharnstoff (DIU) im H-NMR Spektrum naclder
Séaulenchromatographie bestimmt.

Aufgrund der eher unbefriedigenden Ergebnisse @eeaterungsversuche mit DIC und DCC
wurde ein dritter Ansatz durchgefihrt, beim dem Eieeugung des Esters klassisch, unter
Verwendung von Alkohol und S&ure durchgefihrt werdmllte. Erste Versuche unter
Verwendung von Methanol mit saurem lonentauschégter® nur einen sehr schwachen
Produktspot. Um den lonentauscher nicht zu zermaklarde die Reaktion mit einem
Schuttler durchgefuhrt, der eine konstante Durchimiag gewahrleistete. Es zeigte sich, dass
die Reaktion bereits nach kurzer Zeit zum Erliegam und sich im Gleichgewicht zwischen
Saure und Esterbildung befand, wobei das Gleichdevaehr weit auf der Seite des Edukts
lag. Eine Verbesserung ergab sich durch Zugabe wasserfreiem Natriumsulfat als
Wasserfanger. Durch den Entzug des Wassers auRedétionslésung gelang es das Edukt
vollstandig in das Produkt zu Uberfuhren. Die Sgsthdes Methylesters gelang auf diese
Weise mit einer Ausbeute von 70 % bei einer Reaktieit von 24 h. Diese Reaktion wurde
bei der Synthese des Methylesters im grol3eren MREr Synthese mit DIC vorgezogen, da
bei vergleichbarer Ausbeute eine grol3ere ReintestRrodukts erzielt werden konnte. Eine

Zusammenfassung der Veresterungsversuche zeighd kg

@
MeOH, Na,SO, anhydr.
i ©  Acetonl0.2MNa,COy(ag) 11 | oo Amberiite IR-120 H * FmocHN
HO— o GO0 1.2 eq. FmocOSu, 3 h, RT HO— . COOH bH 0.9, 24 h. RT Ho— . CoOMe
—_— il
90 % 70 %
Na OH Na OH Ng OH
26 27 08

Abb. 6.24: Darstellung des Methylest@&ausgehend von der freien Zuckeraminos&ére

Tab. 6.6: Versuche zur Veresterung von Verbind2ing

Veresterungsmethode Ausbeute  Reaktionszeit Temperat
DCC (1.4 eq.), DMAP (1.1 eq.), MeOH 50 % 12 h RT
DIC (1.3 eq.), DMAP (0.7 eq.), MeOH 65 % 12 h RT
lonentauscher (pH 0.9), MeOH, )0, anhydr. 70 % 24 h RT

Im néchsten Schritt wurden die MOM-Schutzgruppen Rarmaldehyddimethylacetal und
Phosphorpentoxid eingefuhrt (siehe auch Abb. 6.FH9. wurde absolutiertes THF als
Cosolvens verwendet, da das Edukt in reinem Fomehgltbimethylacetal nicht I6sbar war.
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Da es sich um eine Gleichgewichtsreaktion handeltden groRe Uberschiisse des Acetals

(300 eq.) verwendet.

FmocHN H,C(OMe);, P;0s FmocHN
HO o COOMe 100 min, RT MOMO o COOMe
—_—
85 %
N3 OH N3 OMOM
28 29

Abb. 6.25: Einfiihrung von MOM-Schutzgruppen zur 8yase von Verbindung9

Phosphorpentoxid diente zur Bereitstellung katstyter Mengen an Saure. Auf diese Weise
gelang die Einfuhrung der MOM-Schutzgruppen miteeisehr guten Ausbeute von 85 %
(siehe Abbildung 6.25).

c. Selektive Verseifung des Methylester unter Beibehting der Fmoc-Schutzgruppe zur

Synthese von Zielverbindung A

Zur Synthese der ersten Zielverbindung musste muriViéthylester unter milden basischen
Bedingungen selektiv zur Carbonsaure verseift werdes konnte kein Hinweis auf eine

vergleichbare Reaktion in der Literatur gefundernrdea, in der eine selektive Verseifung
eines Esters in Anwesenheit einer Fmoc-Schutzgruppschrieben wird. Das Finden

geeigneter Verseifungsbedingungen war von besomddrdgeresse, da die Ergebnisse
prinzipiell auch auf Aminosauren aller Art Gbertbag sein sollten und somit ein universeller
Einsatz in der Chemie der Amino- und Zuckeramincsdudenkbar ist.

Es wurden unterschiedliche Konzentrationen der achen Base Natriumcarbonat in

Wasser/Aceton-Gemischen getestet, wobei die setekterseifung mit einer 1:1 Mischung

aus Aceton und einer 1 molaren wassrigen Natriuboceat-Losung bei Raumtemperatur
gelang. Unter diesen Bedingungen wurden ledigligbr&n eines UV-aktiven Nebenprodukts
detektiert, was auf eine aul3erst geringe AbspaltiergFmoc-Gruppe hinwies. Da sich die
Synthese zu diesem Zeitpunkt bereits in einem sp&tadium befand und sich die Fmoc-
Schutzgruppe unter den gewahlten schwach basiséteaktionsbedingungen auch in

Molekule einfuhren lasst (siehe Kapitel 6.2.6 adiraen bei Ansatzen > 1 Gramm zusétzlich
0.1 eq. FmocOSu zugesetzt, um Spuren eines evieatiigiehenden freien Amins erneut mit
Fmoc zu schitzen. Letztlich gelang die selektives¥igung unter diesen Bedingungen nach
saulenchromatographischer Aufreinigung mit einéwr sguten Ausbeute von 80 % (siehe
Abbildung 6.26).
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FmocHN FmocHN
Aceton/1 M Na ,CO3 (aq.) 1:1
MOMO o COOMe 0.1 eqg. FmocOSu, 2 h, RT MOMO o COOH
—_—
80 %
N3 OMOM N3 OMOM
29 30

Zielverbindung A

Abb. 6.26: Selektive Verseifung des MethylestersSynthese von Verbindurgf (Zielverbindung A)

Da die selektive Verseifung eines Esters in Anwks#reiner Fmoc-Schutzgruppe noch nicht
in der Literatur beschrieben wurde, stellen dieseaklonsbedingungen eine aul3erst
interessante Neuerung dar. Die Reaktion sollte inkudft systematisch auf ihre

Ubertragbarkeit auf Amino- und Zuckeraminosaurder art untersucht werden.

d. Selektive Reduktion des Azids und Einfuihrung eineBoc-Schutzgruppe zur Synthese

von Zielverbindung B

Ausgehend von Zielverbindung sollte nun Zielverbindun@® durch Reduktion des Azids
und anschlieRende Einfuhrung einer Boc-Schutzgrigypéhetisiert werden. Zur Reduktion
der Azidgruppe sollte eine Staudinger-ReduktionTnitnethylphosphin durchgefiihrt werden.
Die Einfuhrung der BOC-Schutzgruppe sollte simultan Reduktion durch Verwendung von
BocON erfolgen. Dazu wurde Verbindul® zunachst in THF gelost, mit 1.6 eq. BocON
versetzt und auf -30 °C gekihlt. Im Anschluss wardel eq. einer 1 molaren PpAedsung
zugegeben und 19 Stunden bei Raumtemperatur geRiertMischung wurde anschlieRend
auf Kieslegel aufgezogen und mehrfach mit Tolucdvaporiert. Auf diese Weise gelang
nach saulenchromatographischer Aufreinigung diett&ge von Verbindun@l in zwei
Stufen ausgehend v@® mit einer Ausbeute von 42 % (siehe Abbildung 6.27)

FmocHN FmocHN
MOMO o COOH 1.6 eq. BocON, 1.1 eq. PMe 3 ,THF MOMO o COOH
—_—
42 %
N; OMOM BocHN OMOM
30 31

Zielverbindung B

Abb. 6.27: Reduktion des Azids und Einfiihrung eiBec-Schutzgruppe zur Synthese von Verbind8ihg
(Zielverbindung B).

Da die Fmoc-Schutzgruppe ebenfalls durch nucleepghdagenzien abgespaltet werden kann,
war es nicht Gberraschend, dass neben der gewénsahtd-Reduktion auch eine teilweise
Entschitzung der Fmoc-Gruppe beobachtet wurde ind\uksbeute daher vergleichsweise

niedrig ausfiel.
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e. Synthese von Zielverbindung C ausgehend von Verbinehg 29

In Kapitel 6.2.6 Abschnitt ¢) wurde die selektiveergeifung des Methylesters von
Verbindung 29 beschrieben. Fir die Synthese von Zielverbind@hgvar es nun jedoch
notwendig den Methylester und Fmoc-Schutzgruppeimem Zug abzuspalten (siehe Abb.
6.22) und anschlieRend eine Boc-Schutzgruppe diheeti. Da sich Boc-Schutzgruppen
unter basischen Bedingungen mit BBceinfiihren lassetf® wurde versucht die Verseifung
des Esters, die Entschitzung der Fmoc-Gruppe usceiaeeute Schiitzen des freien Amins
mit einer Boc-Schutzgruppe im Sinne einer sequibei€intopfsynthese durchzufiihren. Die
Verseifung des Esters und die gleichzeitige Entiztimgy des Amins gelangen mit einer 11:2
Mischung aus Methanol und einer 2 molaren wassrigatriumcarbonatlosung. Nach 30
Stunden bei Raumtemperatur liel3 sich bei der dimectstchromatographischen Kontrolle
kein Hinweis mehr auf einen Fmoc-geschutzten Zuekieennen. Da bei der vorhergehenden
Synthese von Verbindun@0 bereits gezeigt werden konnte, dass der Methyleste
Natriumcarbonat-basischer Losung labiler als di@&&chutzgruppe ist, bedeutete dies, dass
nach 30 Stunden die freie Zuckeraminosaure voBagse konnte nun durch Zugabe einer 0.4
molaren methanolischen B@a-L6sung (1.5 eq. Be® bezogen auR9) direkt und ohne
vorherige Aufarbeitung in die gewlinschte Boc-gesdiVerbindung32 tberflihrt werden
(siehe Abbildung 6.28). Die Synthese von Verbind@2gaus Verbindun@9 gelang auf

diesem Weg mit einer hervorragenden Ausbeute vd# 91

1.) MeOH/2 M Na,COs3 (aq.) 11:2

30 h, RT
FmocHN 2.) 0.4 M methanolische Boc ,0-Lsg. BocHN
MOMO o COOMe (1.5 eq. Boc ,0) MOMO o COOH
_—
91 %
N; OMOM N; OMOM
29 32

Abb. 6.28: Synthese von VerbinduBg im Sinne einer sequentiellen Eintopfreaktion aesbihdung?9.

Durch Reduktion des Azids und anschlielendes Sehudes Stickstoffs an C-3 mit einer
Fmoc-Schutzgruppe sollte nun ausgehend von Verbm8a@ ZielverbindungC dargestellt
werden. Die Reduktion des Azids gelang mit Pd/C Mdsserstoff in Methanol bei
Raumtemperatur. Da keine Bildung von Nebenproduktenbachtet wurde, wurde die
Reaktionslosung zur Aufreinigung Uber Kieselgurlaidrt und einrotiert. Die anschlieRende
Einfuhrung der Fmoc-Schutzgruppe gelang analog Symthese von Verbindung7 mit
Natriumcarbonat in einer 1:1 Mischung aus Acetod Wasser. Auf diese Weise liel3 sich
Verbindung33 in zwei Schritten mit einer sehr guten Ausbeute V& % ausgehend von
Verbindung32 synthetisieren (siehe Abbildung 6.29).
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BocHN 1.) Hy/Pd, MeOH, 140 min, RT
2.) Aceton/0.1 M Na ,CO3 (aq.) 1:1
MOMO o. GOOH 1.3 eq. FmocOSu, 12 h, RT
_— >
78 %
N3z OMOM
32

BocHN

MOMO COOH

o}

FmocHN OMOM
33
Zielverbindung C

Abb. 6.29: Synthese von Verbindu8§ (Zielverbindung C) in zwei Schritten aus Verbind(g2.

Nach der erfolgreichen Synthese von Zielverbind@hgvaren alle drei Zielverbindungen

erfolgreich synthetisiert worden und konnten numr fiie Synthese Allose-haltiger

Zuckerdiaminosaureoligomere eingesetzt werden.

nachfolgend in Kapitel 8 beschrieben.
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6.3 Bildung von Zuckertetrazolen bei Versuchen zur Syrtiese
von Zuckerdiaminosauren mit D-Allopyranosekonfiguration

Parallel zur Synthese von Zuckerdiaminosaurebaestemit D-Allofuranosekofiguration
sollten Versuche zur Synthese von Zuckerdiaminetiursteinen mit
D-Allopyranosekonfiguration durchgefuhrt werden. Bicherl fuhrte wahrend seiner
Doktorarbeit in unserer Arbeitsgruppe zum gleiclfitpunkt Arbeiten zur Synthese von
D-Glucopyranosezuckerdiaminosauren duf¢hDie Synthese weiterer pyranoider Zucker-
diaminosaurebausteine héatte bei der UntersuchungZuzkerdiaminosaureoligomeren als
RNA-Liganden interessante Vergleiche ermdglicht.

Versuche zur Synthese von Zuckerdiaminosauren ffoppranosekonfiguration gingen von
Verbindung3 aus, durch die nach Absapltung der beiden Isofidgnschutzgruppen ein
einfacher Zugang zur 3-Azido-3-desoxyallopyrano$glmh war (siehe Abildung 6.30).
Durch Umsatz von Verbindurigymit 60%iger Ameisensaure lie3 sich aus der Allahase-,
die Allopyranosekonfiguration erzeugen. Nach véhstigem Umsatz des Edukts wurde ein
formyliertes Nebenprodukt nachgewiesen, das sdaten@atographisch vom komplett
entschitzten HautproduBd abgetrennt und anschliel3end mit NaOMe in Methabehfalls

in die gewiunschte Verbindurigg tberfuhrt werden konnte. Die Bildung des formyker
Nebenprodukts lie3 sich durch Verwendung einer farea HCI-L6sung zur Entschitzung
der Isopropylidenschutzgruppen verhindern, jedoeh iw diesem Fall die Ausbeute etwas
geringer. Acetylierung des vollstandig entschiutztd?rodukts mit Pyridin - und
Essigsaureanhydrid lieferte VerbinduBigpraktisch ausschliellich in dgPyranoseform. Es
konnten nur geringe Mengen deiPyranose, bzw. der- und p-Furanoseformen im NMR
detektiert werden. Die Dominanz dffPyranoseform ist wohl vor allem auf die axiale
Stellung der Azidgruppe an C-3 zurlUckzufuhren. Bidung der a-Pyranoseform wird
vermutlich durch 1,3-diaxiale Wechselwirkung mitndeAzid stark zuriickgedrangt. Die
Furanoseform ist aufgrund von drei aquatorialens8uwenten in der Hexoseform (ohne das
anomere Zentrum in d¢¥-Form) wie auch bei anderen Zuckern (z.B. Mann@actose)
naturgemal’ weniger stark populiert.

Das peracetylierte ProduBb konnte auf dem oben beschriebenen Weg mit eirterggden

Ausbeute von 91 % Uber 3 Stufen dargestellt werden.
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o]
>< 1.) 60 % HCOOH, 16 h, RT OH

.- OAc
o o) 2.) NaOMe in MeOH, 2 h, RT o Pyridin, Ac ,0, 12 h, RT 0
> HO OH — > AcO OAc
0] N OH 91 % N OAc
N3 O« ; 3 (ausgehend von 3) 3
3 34 35

Abb. 6.30: Synthese von 3-Azido-3-desoxy-1,2,4t6at®-acetyl$-D-allopyranose5s.

Im nachsten Schritt sollte das anomere Acgfanit Lewissaure und Trimethylsilylcyanid in
ein anomeres Cyanid tUberflihrt werden. Bei diesersiéh wurde eine Verbindung erhalten,
die bei der MALDI-spektroskopischen Analyse dierkite monoisotopische Masse zeigte.
Die 'H- und**C-NMR Spektren der Verbindung waren jedoch nichtaen Erwartungen fiir
das erwartete Cyanid in Einklang zu bringen. Sdtéeim *C-NMR-Spektrum des Produkts
beispielsweise das typische Signal fur ein Cyamidereich um 115 ppm. Stattdessen wurde
ein '®C-Signal mit einer chemischen Verschiebung von 25ppm detektiert. Auch
Variationen von Lewis-Saure und Losemittel fUhrjeweils zum selben Produkt und nicht
zum gewinschten anomeren Cyanid. Fur einen votlgggn Umsatz des Edukts waren
jeweils aquimolare Mengen an Lewis-Saure notwendig.

Die Auswertung dedH,'H-COSY Spektrums der unbekannten Verbindung zeites H-3
ein ungewodhnlich tieffeldverschobenes Signal imgkech zum EdukB5 erzeugte und die
Auswertung des'H,**C-HMBC-Experiments ergab ungewohnliche Kopplungeviszhen
H-3 und anderen Atomen, die nicht auf Anhieb etkiéerden konnten. Da die Aufnahme
eines IR-Spektrums zudem keinen Hinweis auf die égemheit einer Azidgruppe im
Molekiil ergab (das typische Azidsignal zwischen ®10nd 2130 cil fehlte) war
offensichtlich, dass eine bedeutsame Strukturvendumd) an C-3 stattgefunden haben musste.
Eine weitergehende Untersuchung der Reaktion zedss als Intermediat zunachst das
exoCyanoethylider86 gebildet wurde. Nach der Bildung des Cyanoethylsdeurde das, bis
zu diesem Zeitpunkt nicht identifizierte Produktirch einen intramolekularen, Lewis-Séure
katalysierten Folgeschritt gebildet. Nach eingeleendAuswertung aller ermittelten
experimentellen und spektroskopischen Daten wutdkettetrazoB7 (siehe Abbildung 6.31)
als Struktur des unbekannten Produkts ermittelt.didiser Struktur konnten alle vorhandenen
spektroskopischen Daten erklart werden.

Die Bildung von Cyanoethylidenen ist eine bekaMiébenreaktion bei C-Glycosylierungen
dieser Art und wurde vielfach in der Literatur beseben'>>*>" Inter- oder intramolekulare
Cycloadditionsreaktionen von Cyanoethylidenen we heobachtet, wurden vor Entdeckung
dieser Reaktion jedoch in der Literatur nicht emtih
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Die Bildung eines Tetrazols aus einem organischénl Nnd einem Cyanid unter diesen
recht milden Reaktionsbedingungen mit einer Ausb&oh 65 % war uUberraschend, da diese
Reaktion normalerweise sehr hohe Temperaturen igeh8t®? und bis auf wenige
Ausnahmeff® mit unbefriedigenden Ausbeuten verlduft. Die Rieaktist interessant, da
Tetrazole eine immer populéarer werdende bioorthatgorFunktionalitat sind. Tetrazole
dienen als Bioisostere von Carbonsauféi®® als Vorlaufer stickstoffhaltiger Heterozyklen
und als lipophile Spacer in pharmazeutischen Wofket. In den letzten Jahren wurde ihr
Gebrauch al$-Secretase-Inhibitoret®®’ Kv1.5 Blocket®® und als Carboxylat-Bioisostere
von Gabapentin und Pregabalin beschrieB2°Song et al. beschrieben auBerdem kiirzlich
die Verwendung von Tetrazolen zur selektiven Mddifion von Proteinen in biologischen
Systemert/*

OAc OAcC
AcO 0 y Q
OAC + AcO CN
OAc
N3 N3 OAc
35

a ‘
oA OAc OH
C
o AcO O HO O
AcO b

—_— N O O N. O O
(@) (o) . -
Ng)g N\ W)& N\ W)&
CN N—N N—N
36 37 38

Abb. 6.31: Synthese des ZuckertetraZdils Reaktionsbedingungen und Ausbeuten: (a) 5 eq. TNJSC eq.
SnCl, CH,Cl,, 60 °C, 65 %; (b) NaOMe, MeOH, 14 h, RT, 84 %.

Um die hier gefundene Reaktion besser untersuchéwerstehen zu kbénnen, wurde versucht,
dasexaCyanoethyliden-Intermedid&6 in ausreichender Menge flr weitere Untersuchungen
zu gewinnen. Es zeigte sich, dass dies unter Vetwan katalytischer Mengen an Lewis-
Saure moglich war. Verbindun85 wurde mit 5 eq. Trimethylsilylcyanid und 0.2 eq.
Zinntetrachlorid bei Raumtemperatur zur Reaktiobrgeht, wobei sich das Cyanoethyliden
36 mit einer Ausbeute von 22 % darstellen lie3. Danekonnte Verbindun@7 mit einer
Ausbeute von 9 % isoliert und 65 % des Edukts Zugewonnen werden. In Fallen, in denen
mehr als ein Aquivalent Lewis-S&aure eingesetzt wurkbnnte lediglich TetrazoB7 als
einziges Reaktionsprodukt isoliert werden. Eine rdioht iiber einige der durchgefiihrten
Reaktionen zeigt Tabelle 6.7.
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Tab. 6.7: Ergebnisse der Reaktionen von Verbindigit unterschiedlichen Lewis-Sauren.

Losemittel  Lewis Séure T (°C) Reaktionszeit Ausbeute 36 Ausbeute 37 Edukb3
CH,Cl, 0.4 eqg. SnGl 60 5h 14 % 8 % 52 %
CH,Cl, 1.2 eq. SnGl 60 2h 65 %

CH,Cl, 0.2 eq. SNGl 20 18 h 22 % 9 % 65 %
H3:CNG, 0.9 eq. BR*OEt, 20 90 min 8 % 60 %

H:CNG, 1.2 eq. B*OEt, 60 20min 35%

Die vollstandige Aufklarung der Struktur der Reaksprodukte erfolgte durch Auswertung

unterschiedlicher NMR- und IR-Experimente. Nachéwld werden nochmals einige

entscheidende Beobachtungen aus den spektroskepisdfitersuchungen von Verbindung
36 und37 aufgefihrt:

>

Cyanoethylider86 zeigte ein typisches Cyanidsignal fiC NMR-Spektrum bei 116.4
ppm.

In der N&he der Resonanz des anomeren C-Atoms ‘eobindung36 bei 98.48 ppm
wurde ein weiteres Signal bei 99.08 ppm detekti®tes ist typisch fur ein

Cyanoethyliden.

Bei Aufnahme eines NOESY-Spektrums von Verbind8&gnit einer Mischzeit von 300
ms wurde ein NOE zwischen der Methylgruppe des @lams und H-5 detektiert. Dieses
Signal kann nur bei dexoForm auftreten, da die Methylgruppe im Fall éedeForm

vom pyranoiden Zuckerring wegzeigt.

Bei Verbindung37 fehlte ein Signal zwischen 110 und 120 ppm-i@+Spektrum, womit

das Vorhandensein einer Cyanogruppe im Molekul thedé werden konnte.

Im IR-Spektrum von Verbindun87 fehlte die typische Schwingungsbande fir Azide
zwischen 2100 und 2130 Epwomit gezeigt werden konnte, dass die Azidgrupgieder

Reaktion verdndert wurde.

Die Resonanz von H-3 verschob sich von 3.50 pprey@noethylider86 auf 5.59 ppm
im Tetrazol37. Ein Hinweis darauf, dass an diesem Zentrum di&tednische Struktur

des Molekdls bei der Reaktion besonders stark derdmvurde.

Verbindung37 zeigte einé’C-Resonanz bei 155.20 ppm. Eine Literaturrecheechab,

dass dies&*C-Resonanz in einem typischen Bereich fiir Tetraltege!’>*"

Im *H,**C-HMBC-Spektrum wurde ein starkes Signal zwischetrazol-Kohlenstoff und
H-3 aufgrund einerJc-Kopplung beobachtet. Dieses Signal musste aufgmied
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zunachst postulierten Struktur von Verbindusigim Spektrum vorhanden sein. Alle
anderen Signale des HMBC Spektrums, sowie die MasseMALDI-Messungen waren
ebenfalls im Einklang mit der angegebenen StrukburVerbindung3?.

Abbildung 6.32 fasst die charakteristischen NMRédbatles Cyanoethylider6 und des

Tetrazols37 auf einen Blick zusammen.

/%/ 98.41 ppm OAc

3.50 ppm — T ACO%/IOO 97 ppm

NOE / Jo05pem o N N2 9— 97.85 ppm
H3C P CN N— /

155 20 ppm
116.39 ppm PP

36 37

Abb. 6.32: Vergleich charakteristischer NMR-DateanvCyanoethyliden36 und Tetrazol37. Der NOE
zwischen H-5 und der Methylgruppe des Dioxolanssivaiif dieexa-Konfiguration von Verbindun6 hin. Die
%Jc rKopplung aus dertH,"*C-HMBC-NMR Spektrum ist charakteristisch fiir daatrazol37.

Nachdem die Struktur der Produkte gesichert wamdesder Mechanismus der Reaktion
genauer untersucht. Hierzu wurden Reaktionen dedieren Intermediats36 mit
Trimethylsilylcyanid und Lewis-Saure durchgefltits zeigte sich, dass bei der Reaktion als
einziges Produkt das TetraZ3¥ gebildet wurde. Anschlie3end wurde Verbind@&gur mit
Lewis-Saure ohne eine exogene Cyanidquelle zur tReagebracht, wobei erneut Tetrazol
37 als einziges Produkt isoliert werden konnte. Indée Féllen lag die Ausbeute der
Reaktion bei etwa 70 %. Die Zugabe von TMSCN hédthglich einen Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit, nicht jedoch auf die Aaigb oder die Produktbildung an und fur
sich.

Kotchetkov et al. verwendeten Cyanoethylidenvenbingien firO-Glycosylierungsreaktionen
und zeigten, dass die C-C-Bindung zwischen Diox#lahlenstoff und dem Kohlenstoff der
Cyanogruppe relativ schwach ist und durch katalifgss Mengen an Lewis-Saure
aufgebrochen werden kant:***'**Dies erklart, warum das Cyanoethylid@8 unter den
verwendeten sauren Reaktionsbedingungen zur weageren kann. Myers et al. zeigten
zudem, dass Cyanoethylidenverbindungen von Manr@ke;ose und Galactose ohne eine
exogene Cyanidquelle in anomere Cyanide Uberfuhetden konnen, dass also die
Cyanogruppe des Cyanoethylidens nach Aktivierung Hélgereaktionen zur Verfigung

steht!®>® Ein Phanomen, das auch bei der hier beschrieldeeaktion auftritt.
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Aufgrund der Ergebnisse der durchgefiihrten Rea&tipnsowie den in der Literatur
beschriebenen Eigenschaften von Cyanoethylidemwubgen wurde folgender
Mechanismus fir die Reaktion postuliert (siehe Ahbig 6.33):

Ogc Lewis Saure, OAc OAc
(e}

N3 fo CH2C|2 N3O@YO NS%O

35 CN
36

OAc OAc
ACO/%% Aco/%&\

® _N (0o} N O O
N///I\I //C& I\!\ 7)&
N~ N—N

37

Abb. 6.33: Postulierter Mechanismus fir die Bildwag Cyanoethylide6 und TetrazoB7.

Ausgehend von Verbindungp fuhrt die Nachbargruppenaktivitat der Acetylgruppe C-2
zur Bildung eines Acetoxoniumions, das durch eimry entweder von deamdce oder der
exoSeite aus angegriffen werden kann. Die Bildung d&slsomers sollte kinetisch
begiinstigt sein, da das Cyanidion in diesem Fall der sterisch weniger gehinderten Seite
aus angreifen kann. Die bevorzugte Bildung eesForm wurde in der Literatur mehrfach

9,140,142,143

beschriebe und ist ebenfalls im Einklang mit der Bildung dksginstigten

exclsomers bebrtho-Estern'’ Unter den sauren Reaktionsbedingungen ist deriffngs
Cyanids reversibel. Dies ermdglicht die Bildung dedelsomers, welches aufgrund der sehr
gunstigen raumlichen Anordnung zwischen Cyanid- Antligruppe schnell und irreversibel
zum Tetrazol37 weiterreagiert. Die schnelle intramolekulare Biidudes Tetrazols erklart,

warum dasndelsomer bei keinem der Versuche isoliert werdemken

Da Benzoylschutzgruppen eine geringere Nachbapgmnagktivitat als Acetylschutzgruppen

zeigen, wurde nachfolgend versucht, die Bildung @ganoethylidens durch Einfihren einer

Benzoylschutzgruppe an C-2 zurickzudrangen und iso Billdung des gewinschten

anomeren Cyanids zu ermoglichen. Dazu wurde dieddstiose 34 zunachst mit

Benzoylchlorid in Pyridin perbenzoyliert (siehe hhing 6.34). Dies gelang mit einer guten

Ausbeute von 77 %. Versuche die perbenzoylierte bidung 39 direkt mit
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Trimethylsilylcyanid und Zinntetrachlorid in ein @&yid zu Uberfihren, scheiterten.
Offensichtlich war die Benzoylgruppe eine zu schtecAbgangsgruppe, um unter diesen
Bedingungen reagieren zu konnen. Bei diesen Veesudtonnte das Ausgangsmaterial
vollstéandig zurtick gewonnen werden.

AnschlieRend wurde Verbindun@9 bei 50 °C mit Hydraziniumacetat4@ anomer
debenzoyliert. Die Reaktion des anomer entschitBamsteins41l mit Pyridin und
Essigsaureanhydrid ergab, wie in Abbildung 6.34eg#z das anomere Acetd? mit einer

Ausbeute von 41 % Uber diese beiden Stufen.

OH OBz OBz OBz
o a B20 0 b o) [ o
HO OH z OBz BzO +> BzO
OH OB OB OAc N
z
N3 N3 N3 z N3 OBz
42 12

34 39

C

OBz
BZO/\ig%g\

N O O
. @)
N WXPh Ns 5
N—N Ph" CN
43

Abb. 6.34: Synthese des Zuckertetrazt8s Reaktionsbedingungen und Ausbeuten: (a) BzGl, Py h, 77 %,
RT; (b) i) bN-NH, « HOAc, DMF, 50 °C, 3 h, ii) A, Pyr, 12 h, RT, 41 % (2 Stufen); (&) eq. TMSCN,
1.6 eq. Bg * OEb, HsCNO,, RT, 50 %.

Das anomere Aceta#t2 wurde nun mit Zinntetrachlorid und Trimethylsilybnid in
Nitromethan umgesetzt, wobei Tetrazt8 mit einer Ausbeute von 50 % erhalten wurde.
Wurde Dichlormethan anstelle von Nitromethan alsdmiittel verwendet, sank die Ausbeute
auf 12 %. In beiden Fallen wurde neben der Prodldkihgy eine starke Zersetzung des
Zuckers beobachtet, was die geringen AusbeutendrerkDie hohere Ausbeute mit
Nitromethan ist vermutlich darauf zurlckzufihrenassl das intermediar entstehende
Acetoxoniumion durch das polare Nitromethan bestarilisiert werden kann als durch das
vergleichsweise unpolare Dichlormethan. Scheinbast itrotz der geringeren
Nachbargruppenaktivitat von Benzoyl- im Vergleich Acetylschutzgruppen die Bildung
eines Cyanoethylidens begunstigt gegenuber einemrifArdes Cyanids am anomeren
Zentrum. Eine Reaktion gemal dem in Abbildung &@4nulierten Mechanismus fuhrte

daher vom Cyanoethyliden erneut zum Tetrazol.
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Da selbst mit einer Benzoylgruppe an C-2 die Bilglwines Tetrazols beobachtet wurde,
sollte nun untersucht werden, ob die 3-Azidoallogein der Pyranoseform als Templat fur
die intramolekulare Cycloaddition fungieren konatker ob die Bildung eines Tetrazols auch
mit den korrespondierenden anomer acetyliertenrfasen moglich war.

Dazu wurde Verbindundg mit Pyridin und Essigsaureanhydrid zunachst aegtylNach
anschlieRender Acetolyse des Methylglycosids kodigeperacetylierte 3-Azidoallofuranose
45 mit einer Ausbeute von 83 % ausgehend yatargestellt werden (siehe Abbildung 6.35).
Reaktion von 45 mit funf Aquivalenten Trimethylsilylcyanid und 1.Rquivalenten
Zinntetrachlorid in Dichlormethan bei 60 °C fuhrimur Bildung einer Mischung des
Zuckertetrazolgl7 (52 %) und des anomeren CyandiBs(27 %). Im Fall von Verbindung5
konnte also neben dem Tetrazol auch das Cyanidem#&m Verhaltnis von etwa 2:1

synthetisiert werden.

AcO
HO AcO AcO o AcO
HO o a b AcO o c AcO o CN
OMe OAc +
(0]
N ©
N3 OH N3 OAc N' / N3 OAc
5 45 N-N 47 48
52 % 27 %
d AcO AcO
AcO o AcO o
+ + 47 + 48
(0] (0]
N3 O%CN Nj Oﬁ— 7%  19%
NC
46 exo 46 endo
19 % 6 %

Abb. 6.35: Synthese des ZuckertetraztisReaktionsbedingungen und Ausbeuten: (g QA®yr, 12 h, RT; (b)
75 eq. HOAc, 12 eq. ADO, 6 eq. conc. 80, 30 min, RT, 83 % (2 Stufen); (c) 5 eq. TMSCN, &d. SnCj,
CH,CI,, 60 °C; (d) 5 eq. TMSCN, 0.5 eq. SpCGTH.Cl,, RT.

Eine NMR-spektroskopische Untersuchung der Reaktic®D,Cl, zeigte, dass wéahrend der
Reaktion zwei Intermediate gebildet wurden. Aufgrules postulierten Mechanismus fur die
Tetrazolbildung  musste  zumindest eines der beidemterrhediate  eine
Cyanoethylidenverbindung sein. Um die Intermeddge Reaktion in ausreichender Menge
zu erzeugen, war es notwendig, VerbinduA§ mit weniger als einem Aquivalent
Lewis-Saure umzusetzed5 wurde daher mit 0.5 eq. Zinntetrachlorid und 5 eq.

Trimethylsilylcyanid bei Raumtemperatur zur Reaktgebracht. Unter diesen Bedingungen
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war es mdglich, beide Intermediate zu synthetisien@d im Anschluss mittels HPLC-
Chromatographie von einander zu trennen. Die Sitraktklarung mittels NMR-
Spektroskopie ergab, dass es sich bei den Inteateedum die erwarteteaxc und dasende
Cyanoethylidene handelte, die in einem Verhaltria etwa 3:1 bei der Reaktion gebildet
wurden. Der Nachweis der beiden konfigurationsiseme Cyanoethylidene war ein
zusatzlicher Hinweis, dass die Reaktion gemald demAbbildung 6.33 dargestellten
Mechanismus verlauft. Da in diesem Fall auch etadelsomer isoliert werden konnte, lasst
sich schliel3en, dass die rdumliche Orientierung @ganid und Azid bei der Allofuranose
ungunstiger ist als im Fall der Pyranoseform un@ dycloaddition zum Tetrazol
vergleichsweise langsamer verlauft.

Aus vorhergehenden Versuchen war bereits bekanags deine Verringerung der
Nachbargruppenaktivitat durch die Einfihrung elBenzoylschutzgruppe an C-2 die Bildung
des Tetrazols im Fall der Allofuranose kompletunterdriicken vermochte. Bei der Reaktion
von Verbindung8 mit Trimethylsilylcyanid und Zinntetrachlorid wugdausschlie3lich das
anomere Cyani® und kein Zuckertetrazol gebildet (siehe Abbildg6). Die Bildung des
Cyanids als Hauptprodukt war in diesem Fall zu elmvagewesen, da das anomere Cyanid

bereits bei der peracetylierten 3-Azidoallofuranmseinem Verhaltnis von 2:1 zum Tetrazol
gebildet wurde.

N3 OH N3 OBz N3 OBz N3 OBz

Abb. 6.36: Synthese des anomeren Cyafidga) BzCl, Pyr, 24 h, RT, 89 %; (b) 70 eq. HOA®G, eq. AgO,
5 eq. conc. EBO;,, 36 min, RT, 90 %; (c) 5 eq. TMSCN, 1.1 eq. SNCH,Cl,, 4 h, 60 °C, 65 %.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei demckiens ein anomeres Cyanid der
3-Azidoallose aus D-Acetyl-3-azido-3-desoxyllose-Derivaten zu erzeygene unerwartete,
interessante Reaktion beobachtet und aufgeklartiemekonnte. Uber die Bildung eines
Cyanoethylidens als Zwischenstufe fihrte die Reaktidurch eine intramolekulare
[2+3]-Cycloaddition zwischen Cyanid- und Azidgruppges Cyanoethylidens in der
endeKonfiguration zur Bildung von verbrickten, tetraigchen Zuckertetrazolen. Die
Effizienz der intramolekularen Cycloaddition hingprv der raumlichen Anordnung von

Cyanid und Azid und damit auch von der Struktur deskerrings ab.
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Die effektivste Cycloaddition wurde bei Versuchen it mder peracetylierten
3-Azidoallopyranose35 beobachtet. Hier schien die raumliche Anordnungseli beiden
Funktionalitaten im Vergleich zu den anderen getest anomer acetylierten Verbindungen
ideal fur die Bildung eines Tetrazols zu sein.

Kohlenhydrate sind interessante Gerustsubstanzedidiiexakte raumliche Positionierung
von Pharmacophorer® Die Ergebnisse der hier untersuchten Reaktionetewdlichen die
Fahigkeit von Kohlenhydraten, auch als GerUstsulsta fur die exakte Positionierung
funktioneller Gruppen zu dienen und damit eine #ppehe chemische Reaktion zu
ermdglichen.

Es ist wahrscheinlich, dass pyranoide Zucker dieCa2 und C-3 Uber eine identische
Stereochemie wie Allose verfigen — beispielsweise @Qulopyranose - ebenfalls als

Gerustsubstanzen fur die gleiche Reaktion dienaméd.
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7 Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der D-Manose

Kohlenhydratbausteine mit D-Mannokonfiguration silgstandteil einiger bedeutender
Antibiotika und Antimycotika, darunter SibiromycirNystatin, Myomycin B, Pimaricin,
Rimocidin oder auch Perimycin A. Sie tragen in demannten Verbindungen entscheidend
zur Bindung der zellularen Targets und damit zurkdhg der Substanzen bei. In antibiotisch
wirksamen, naturlichen Aminoglycosiden wurden Anzacker mit Mannokonfiguration
bisher jedoch nicht entdeckt. Da in der Natur nkeime vergleichbaren Strukturen gefunden
wurden, ist es unwahrscheinlich, dass Mikroorgarismit intrinsischer Resistenz gegen
Oligosaccharide existieren, bei denen Mannosehaestatscheidend zur Bindung beitragen.
Zuckerdiaminosaurebausteine mit D-Mannokonfiguratikbnnten daher als monomere
Einheiten zur Synthese neuer, interessanter RNArdgn dienen, die durch bestehende
Abwehrmechanismen nicht erkannt werden. In einesétzlichen Teil dieser Arbeit sollte
daher ein geeigneter Weg zur Synthese von Zuckemdasaurebausteinen mit

D-Mannokonfiguration skizziert werden.

7.1 Retrosynthetische Betrachtung

COOH

SG,HN—, NHSG; N3 N3 HO— Nj AcO N3
MOMO o} MOMO o} HO o} AcO 0,
MOM&L‘ > MOoMOo > HO —> A9
CN CN OAc
57 54 51

Abb. 7.1: Retrosynthetische Betrachtung der Symthes Zuckerdiaminosédurebausteinen der D-Mannose.

Ausgehend von Verbindungl, die nach einer Vorschrift von Paulsen et al. aus
3,4,6-Tri-O-acetyl-D-glucal synthetisiert werden kalfi,sollte durchC-Glycosylierung mit
Trimethylsilylcyanid und Lewis-Saure und anschliefder Deacetylierung mit katalytischen
Mengen Natriummethanolat das anomere Cyadidargestellt werden.

Ausgehend von diesem anomeren Cyanid kann die &gathines 2,6-Mannosediazids durch
regioselektive Tosylierung der Hydroxylgruppe an6Qind anschlieBende nucleophile
Substitution des Tosylats mit einer Azidquelle kyém. Als Azidquellen bieten sich
Natriumazid oder ein TBAF/TMS-NSystem an, wie es von Soli und DeShong beschrieben

wurdel’”1®  Die

freien  Hydroxylgruppen sollten dann durch R@ak mit
Formaldehyddimethylacetal unter Saurekatalyse n@MASchutzgruppen blockiert werden,

um anschlieRend das DiaAdd zu erhalten.
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Nach basischer Verseifung der Cyanogruppe in Vding57 konnten durch gleichzeitige
Reduktion beider Azidgruppen und anschlielBende&k®ede6-N-Derivatisierung analog einer
von Gao et al’® entwickelten Methode die Zielverbindungen synsiett werden. Eine
zweite Moglichkeit zur Synthese der Zielverbindumgeis Diazicb7 besteht in der selektiven
Reduktion einer Azidgruppe und anschlieendem ehider freien Aminogruppe. Nyffeler
et al. zeigten an unterschiedlichen Kohlenhydratdesn, dass eine regioselektive Reduktion

von Aziden bei Zuckern méglich itt°

7.2 Versuche zur Synthese von Zuckerdiaminosaurebausten mit D-
Mannokonfiguration

7.2.1 Erzeugung der Mannokonfiguration durch Azidonitrierung  von
3,4,6-Tri-O-acetyl-D-glucal

Ausgehend von 3,4,6-T-acetyl-D-glucal 49 gelang die Synthese der peracetylierten
2-Azidomannos&1 nach einer Vorschrift von Paulsen et @mit einer Ausbeute von 25 %.
Die Umsetzung vor49 mit Natriumazid und Cerammoniumnitrat verlauft Imaeinem
radikalischen Mechanismus Uber die NitrosoverbigdbMals Intermediat. Diese sogenannte
Azidonitrierung wurde erstmal von Lemieux bescheizbwobei®® die o-Mannoform dabei
eigentlich nur als Nebenprodukt auftritt. Als Hawpidukte werden diex- und die -
Glucoform erhalten. Paulsen et al. stellten feshssd durch sorgfaltige Wahl des
Losemittelgemisches das Verhaltnis von Manno- uhec@orm bei der Azidonitrierung zu
Gunsten der Bildung der Mannoform verschoben werdé&ann. Da eine
saulenchromatographische Trennung der entsteheddi@verbindungen nicht maoglich ist,
wurden die entstehenden Isomere erst nach Umsatierzianomeren Acetaten getretfit.
Paulsen et al. beschrieben eine Ausbeute von 4idr %eirbindungb1 ausgehend vo#A9 und
ein Verhaltnis der Isomeren vaaMannouo/B-Gluco von etwa 2.5:1. Dies konnte in dieser
Arbeit nicht nachvollzogen werden. Bei Versuchenhrgad dieser Arbeit betrug das
Verhéaltnis von a-Mannouw/p-Gluco jeweils 1:1 und Verbindun®l wurde mit einer

Gesamtausbeute von 25 % ausgehend von GAQ@ag¢wonnen.

2.8 eq. (NHy),[Ce(NO3)¢]

OAc  1.1eq.NaN;, EE/MeCN 3:1 AcO— Nj HOAC. NaOAC. 11 100 T AcO— Nj
Aco@ 6d, 40T AcO Q & enne AcO Q
AcO = AcO AcO

0,
ONO, 25% OAc

49 50 51

Abb. 7.2: Synthese der 2-Azidomannoseverbindahdurch Azidonitrierung und anschlieBende Acetylngru
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Diese geringe Ausbeute stellte in diesem friheni®ta der Synthese kein Problem dar, da
Glucal 49, sowie alle weiteren verwendeten Chemikalien kormara# erhéaltlich und zudem

OAc OAc
AcO Q AcO o]
AcO e OAc
N3

N3
OAc
52-a 52-B

billig waren.

Abb. 7.3: Nebenprodukte bei der Synthese der 2@mahnoseverbindurigfl durch Azidonitrierung.

7.2.2 Erzeugung eines C-Glycosids aus Acetat 51 und andielfdende Deacetylierung

Zur Erzeugung eine€-Glycosid sollte das anomere AceEdt mit Trimethylsilylcyanid und
Zinntetrachlorid als Lewis-Saure in frisch desitem Dichlormethan umgesetzt werden, da
mit diesem System bereits bei der Herstellung varck&rdiaminosaurebausteinen mit
D-Allokonfiguration gute Erfahrungen gemacht wurdsrehe Kapitel 6). Im Fall der hier
vorliegenden anomer acetylierten Mannose konntegaaginschte anomere Cyanid unter
diesen Bedingungen nur mit einer maximalen Ausbeate30 % synthetisiert werden. Bei
der Reaktion in Dichlormethan entstand sehr rastHieenkorniger, schwarzer Niederschlag,
was auf eine Zersetzung des Edukts hinwies undetiage Ausbeute der Reaktion erklarte.
Die Umsetzung von Verbindungl zu Verbindung53 musste gemafld einemylSartigen
Mechanismus verlaufen sein, da die Konfigurationamameren Zentrum erhalten blieb und
kein Hinweis auf die Erzeugung eing-Verbindung gefunden werden konnte. Die
Verwendung von Dichlormethan ist fir diesen Realdigp unginstig, da das Kation im
Ubergangszustand durch ein unpolares Losemittel unaureichend stabilisiert werden
kann!®? Daher wurde nach einem polaren, organischen Ld&gngesucht, das fir die
Stabilisierung des Ubergangszustands besser geésgngunachst wurden DMF und DMSO
als Losemittel getestet, in denen jedoch bei Vedueg von 5 eq. Trimethylsilylcyanid und
1.1 eq. Zinntetrachlorid auch nach funf Tagen leP6 keine Reaktion beobachtet werden
konnte. Vermutlich wechselwirkte die Lewis-Saure t mden elektronenreichen
Sauerstoffatomen des DMF bzw. des DMSO, wodurch nsoiat zur Aktivierung des
anomeren Acetats zur Verfigung stand und die gestii@fReaktion nicht stattfinden konnte.
Bei Verwendung von THF konnte unter identischen iBguhgen nach 24 Stunden die
Bildung von geringen Mengen eines Polymers beokaaherden. Vermutlich wurde durch
die Verwendung von Zinntetrachlorid in einer Konzation von 0.07 M eine saure Offnung

des THF mit anschlieRender Polymerisation von THFRmoOglicht. Die
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dunnschichtchromatographische Kontrolle der Reaktiisung ergab keinen Hinweis auf die
Bildung des gewtinschten Produkts.

In frisch destilliertem Nitromethan hingegen konnti 5 eq. Trimethylsilylcyanid und 1.1 eq.
Zinntetrachlorid schon nach 30 Minuten praktiscinkeédukt mehr detektiert werden. Die
Reaktionslosung farbte sich im Gegensatz zu dersiében in Dichlormethan lediglich
dunkelorange, was auf eine wesentlich geringerseZeung des Edukts schliel3en lief3. Ein
Abbruch der Reaktion durch Zugabe einer konzemgmeNatriumhydrogencarbonat-Lésung
nach 50 Minuten und anschlieende Aufarbeitungbengalas gewinschte anomere Cyanid

in dera-Form mit einer sehr guten Ausbeute von 84 %.

5eq. TMSCN, 1.1 eq. SnCl 4
H3CNO, 50 min, 50 T

/m

ACO— Ng ACO—_ N, 0.05MNaOMe inMeOH  HO—_ N,
3h,RT
AcO Q AcO Q HO Q
AcO AcO HO
0,
OAc N 73% L

51 53 54
30 %

6 eq. TMSCN, 1.0 eq. SnCl 4
CH,Cl, 4h,60 T

Abb. 7.4: Synthese des anomeren CyaBRlaus Verbindun1 und anschlielende Deacetylierung.

Der Grund fur die deutlich bessere Ausbeute diditeehdhere Polaritdt von Nitromethan im
Vergleich zu Dichlormethan sein, durch die der pmlkationische Ubergangszustand der
Svl-Reaktion besser stabilisiert werden kann undZeisetzung des Edukts vehindert wird.
Eine Ubersicht Gber die durchgefiihrten VersucheHenstellung des anomeren Cyantifs
gibt Tabelle 7.1.

Tab. 7.1: Ergebnisse der C-Glycosylierung von Metbhng 51 mit TMSCN und SnGl unter Verwendung
unterschiedlicher Losemittel.

Losemittel Lewis Saure TMSCN T (°C) Reaktionszeit Ausbeute 53
CH.CI, 0.8 eq. SnGl 5 eq. 60 4 h 30 min 28 %
CH.CI, 1.0 eq. SnGl 6 eq. 60 4 h 30 %
CH.ClI, 1.0 eq. SnaGl 12 eq. 60 15h 30 %
CH.CI, 1.2 eq. SnGl 12 eq. 60 6 h 29 %
DMF 1.1 eq. SnGl 5 eq. 20 3h keine Reaktion
DMF 1.1 eq. SnGl 5 eq. 60 5d keine Reaktion
DMSO 1.1 eq. SnGl 5 eq. 60 5d keine Reaktion
es entstehen geringe
THF 1.1 eq. SnGl 5 eq. 50 24 h Mengen eines Polymers
(vermutlich Poly-THF)
H;CNG, 1.1 eq. SnGl 5 eq. 50 50 min 84 %
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Nachdem die Einfihrung des Cyanids unter VerwendwomgNitromethan als Losemittel mit
einer sehr guten Ausbeute gelang, wurde in Zusararbeit mit A. Neef wahrend ihrer
Bachelorarbeit versucht, Verbindurg unter den gleichen Bedingungen direkt aus der
Nitrosoverbindungs0 zu synthetisiereli® und so zu tberpriifen, ob die Nitrosogruppe unter
Lewis-sauren Bedingungen ebenfalls als Abgangsgrapp Synthese eines Cyanids geeignet
war. Da sich die Nitrosoverbindung mit Mannokonfigfion nicht von den beiden anomeren
Formen mit Glucokonfiguration trennen lie3 (sieheapKel 7.2.1), wurde die
C-Glycosylierung direkt nach der Azidonitrierung mdem Gemisch aller drei Isomere
durchgefuhrt. Das gewtinschte Mannosecya@itiel3 sich sdulenchromatographisch sehr gut
von den weiteren Reaktionsprodukten trennen unchteomit einer Ausbeute von 21 %
ausgehend von Glucdl isoliert werden. Die Gesamtausbeute fur das am®r@ganid53
ausgehend von T-acetyl-D-glucal blieb somit bei beiden Reaktionges konstant. Diese
Variante stellte dennoch eine Verbesserung dadielé&&ynthese auf diese Weise um einen

Schritt verkirzt werden konnte.

2.8 eq. (NH,),[Ce(NO3)g]

OAc  1.1eq.NaNg, EE/MeCN 3:1 AcO— Nj 5 eﬁ-g”\\lﬂgcgbl-i e(ébsng' 4 AcO— Ns
ACO ,gg 6 d, -40C ACO o) 3-110, B9 min, AcO Q
AcO — AcO AcO
ONO, 21 % (ausgehend von 49) CN
49 50 53

Abb. 7.5: Darstellung des anomeren Cyaligsus NitroverbindungO.

Die anschlieBende Deacetylierung von VerbindGBgelang unter Verwendung einer 0.05
molaren Natriummethanolat-L6sung in Methanol miheei Ausbeute von 73 % (siehe
Abbildung 7.4).

7.2.3 Selektive Einfuhrung eines zweiten Azids an C-6

Die Einfuhrung einer zweiten Aminofunktionalitat lis® durch Einfihren einer guten
Abgangsgruppe und anschlieRende Substitution méreiucleophilen Azidquelle erfolgen.
Als gute Abgangsgruppe wurde ein Tosylat gewalas sich unter Verwendung von 1.4 eq.
Tosylchlorid in Pyridin mit einer sehr guten Austeeuon 91 % selektiv an C-6 einfuhren liel3.
Nach der erfolgreichen Einfiihrung der Tosylgrupparde die Weiterentwicklung des
Synthesewegs flir  Zuckerdiaminosaurebausteine  mit MaDnokonfiguration in

Zusammenarbeit mit Mirko Zierke durchgefihrt. Emesfihrliche Diskussion ist in seiner
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Bachelorarbeit zu findeff®> Daher soll hier nur eine Zusammenfassung der vegite
Reaktionen gegeben werden.

Die Einfuhrung der Azidogruppe gelang ausgehend TWosylat55 unter Verwendung von

NaN; in DMF mit einer Ausbeute von 58 %. Neben Natrigidavurde auch ein von Soli und
DeShong entwickeltes TBAF/TMSsMNsystem getesteéf/'’® Bei diesen Versuchen lag die
Ausbeute jedoch bei maximal 28 %. Eine Ubersictaridie durchgefiihrten Versuche zur
Azideinfuhrung gibt Tabelle 7.2.

HO N 1.4 eq. TsCl, Pyridin TsO N3 10 eq. NaN3 DMF N3 N3
HO o 16 h, RT HO o) 22h,60 T HO 0
HO HO HO

CN 91 % CN 58 % CN
54 55 56

Abb. 7.6: Darstellung des Diazidozuck&Gausgehend von Verbindubd.

Aufgrund der begrenzten Zeit fur die Entwicklung dg&ynthesewegs wurde auf eine weitere

Optimierung der Reaktionsbedingungen verzichtet.

Tab. 7.2: Versuche zur Azideinfihrung an C-6 dufhbstitution des Tosylat§5 mit unterschiedlichen
Azidquellen.

Azidquelle Losemittel T (°C) Reaktionszeit Ausbeute 56
1.4 eq. TMS-NTBAF MeCN 80 23 h 27 %
1.4 eq. TMS-NTBAF MeCN 60 23 h 28 %
1.4 eq. TMS-NTBAF MeCN 60 144 h 21 %
10 eq. NaN DMF 60 22 h 58 %

7.2.4 Einfuhrung von MOM-Schutzgruppen und Versuche zur aschlieBenden
basischen Hydrolyse des Cyanids
Nach der erfolgreichen Einfihrungen der zweiten dégruppe waren alle bendtigten
Funktionalitaten im Molekul vorhanden. Um kupplutaggliche Bausteine zu erhalten,
sollten die freien Hydroxylgruppen nun mit MOM-Gpgn geschitzt und anschlieRend die
Azide reduziert und die entstehenden Amine orthafamt Boc, bzw. Fmoc-Schutzgruppen
blockiert werden. Die Einfuhrung der MOM-Schutzgoep gelang unter Verwendung von
Formaldehyddimethylacetal und Phosphorpentoxidemir guten Ausbeute von 78 % (siehe
Abbildung 7.7). Es wurde absolutiertes 1,2-Dichilbas als Cosolvens verwendet, da das
Edukt in reinem Formaldehyddimethylacetal nichtbigewerden konnte. Da es sich um eine
Gleichgewichtsreaktion handelt, wurden groRe Ultgrsse des Acetals (200 eq.) verwendet.
Phosphorpentoxid diente zur Bereitstellung katatyter Mengen an Saure.
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N3 N3 200 eq. H2C(OMe)21 P,05 N3 N3
HO 0 1,2-DCE, 16 h, RT MOMO o)
HO MOMO
CN 78 % CN
56 57

Abb. 7.7: Synthese von Verbindubg ausgehend von Diazkb durch Einfihrung von MOM-Schutzgruppen.

Im Anschluss sollte das Cyanid basisch zur frei@nbGnsaure hydrolysiert werden. Dazu
wurde in Anlehnung an eine Methode von Wong e®aBa(OH) in wassriger Lésung
verwendet. Da das unpolare Edukt in Wasser seleddhoslich war, musste die Reaktion
unter Ruckfluss durchgeflihrt werden. Sehr Ubehersd entstand unter diesen Bedingungen
das Eliminierungsproduk®8. Neben der gewinschten Verseifung des Cyanids evaide
Doppelbindung durch Eliminierung des Azids an C-@bilylet. Da es sich um eine
Eliminierung im basischen Milieu handelt und dieg&bgsgruppe nicht antiperiplanar zum
aciden Proton stand, musste die Eliminierung nawéne E1cB-Mechanismus verlaufen sein,

wie sie beispielsweise auch bei der Abspaltungfoioc-Schutzgruppen beobachtet wird.

N3
Ba(OH)s, H,0, 3 h, 100 T MOMO&&
MOMO =~COO0H

85 %

N3 N3 Base, H,0 N3 N NaOH, MeOH/THF 1:1 N3
MOMO&Q‘ ~—J—— wowmo Q 24h, RT Mﬁ&"ﬁ&i\ _NH
— 4
MOMO MOMO 4% ¢
COOH CN 59 OMe

Na,CO3, H,O/Aceton 1:1 N3
60 h, RT MOMO/&\
MOMO =—CN

53 %

57

Abb. 7.8: Versuche zur basischen Verseifung dem@geuppe in Verbindung?.

Bei Anwendung milderer Reaktionsbedingungen, baweuVerwendung schwacherer Basen,
bildeten sich ebenfalls Eliminierungsprodukte (siébbildung 7.8). Durch die Reaktion von
Verbindung 57 mit Natriumcarbonat in einer Wasser/Aceton-Misajpukonnte gezeigt
werden, dass unter basischen Bedingungen die Edimaimg des Azids bei Verbindurigy
auch ohne eine Hydrolyse der Cyanogruppe moglich wma folglich die Hydrolyse des

Cyanids im Basischen nicht ohne eine gleichzeHlyminierung stattfinden konnte.

Aus Zeitgrinden wurde die Synthese ab diesem $chmitht weitergefihrt. Der

eingeschlagene Syntheseweg scheint aber auRdrstevsprechend zu sein. Die Erzeugung
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des C-Glycosids und die Einfihrung der beiden Aminofumkalitaten in Form zweier
Azidogruppen gelangen in nur finf Reaktionsschrittausgehend von gunstigem,
kommerziell erhaltlichem Tr®-Acetyl-D-glucal. Die Synthese konnte bis zu dieseonkt
mit einer sehr einfachen Schutzgruppenstrategiechdfiihrt werden. Eine mdgliche
Weiterfuhrung der Synthese unter Umgehung der Blemingsreaktion wird in Kapitel 11
»<Zusammenfassung und Ausblick” gezeigt.
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8 Synthese von Zuckerdiaminosaureoligomeren

Nachdem die in Kapitel 6.2 beschriebene Syntheséifuranosezuckerdiaminosaurég,

31 und33 erfolgreich abgeschlossen werden konnte, solliedusteine an fester Phase und
in Losung miteinander verkniupft werden. Dank dethitie von O. TSubrik und I. Zemtskov
war es mdglich auch Oligomere zu synthetisiererichee die in der Doktorarbeit von F.
Sicherl synthetisierten Glucopyranosezuckerdiandinoebausteine enthieltéff. Kleine
Mengen dieser Bausteine wurden von TSubrik und Kewnserneut synthetisiert und
netterweise fir einige Kupplungsreaktionen zur Wguing gestellt.

Die Kupplungsreaktionen sollten nach der Fmoc-8giatdurchgefiuhrt werden, wie sie in der
nachfolgenden Abbildung am Beispiel des Zuckerdmms@urebausteirg3 skizziert ist.

BocHN BocHN BocHN
Kupplungs- Oy . Oy _ .
MOMO—|  COOH reagenzien MOMO—{ , ~c-NHLinker Piperidin Momo—{ ¢ NHLinker
+ Linker-NH , E—— —_—
FmocHN OMOM FmocHN OMOM H,N OMOM
33 33-Linker 33-Linker-NH ,
33 + Kupplungs-
reagenzien
H,N fo) BocHN o
HO o Nc~NHLinker MOMO o Nc—NHLinker
1.) Piperidin
H,N o, HN OH 2.)TFA BocHN o. HN OMOM
HO hog - MOMO S’
O 0.
H,N OH FmocHN OMOM
Zuckerdiaminosauredimer geschiitztes

Zuckerdiaminoséauredimer

Abb. 8.1: Kupplung von Zuckerdiaminosaurebaustemesh der Fmoc-Strategie am Beispiel von Verbindd@ig

Mithilfe von Verbindung30, die durch ihr N/Boc-Schutzgruppendesign eine Sonderstellung
unter den drei dargestellten Allofuranosezuckerthasturebausteinen einnimmt ist es

maoglich neben linearen, auch verzweigte Oligomarzustellen.

Eines der Hauptziele der Oligomersynthesen sollteas d Finden  von

Zuckerdiaminosaureoligomeren sein, die eine moglichohe Affinitdit an ausgewahlte
RNA-Sequenzen und somit niedrige  sd@erte in den zugehorigen
RNA-Bindungsexperimenten zeigen. Oligomere diean ®oktorarbeiten von F. Sicherl und
F. John eine starke Bindung an die zur Verflugurgeliee RNA zeigten, hatten bis auf eine
Ausnahme eine gemeinsame Struktur, die aus drellfzamidverknipften Glucoseeinheiten

bestand und nachfolgend als Glucoseleitstruktueiobnet wird (siehe Abbildung 8.2). Diese

-89 -



Synthese von Zuckerdiaminosaureoligomeren

Leitstruktur sollte fur die gezielte Synthese eamigveiterer Oligomere herangezogen werden.

Daneben war das Finden einer weiteren Leitstrultour

groRer Bedeutung, da diese fiir kiinftige Arbeiten "o
. . . M';WHI—?O 2 N*é*
Vergleiche uber Art und raumlichen Aufbau aktiver e HEZ&&/{NH H
Oligomere gestatten konnte. “:OS&%%NH ©
NH, ©
Ein weiteres Ziel der Oligomersynthese sollte der e

Nachweis sein, dass das Prinzip der elektrostamschAbbildung 8.2:Glucoseleitstruktur.

Komplementaritat auch fir die Bindung von Zuckemi@osaureoligomeren an RNA von
entscheidender Bedeutung ist (siehe hierzu auchté{a®). Um die Relevanz der freien
Aminogruppen fur die Bindung der Zuckerdiaminosaligonmere zu bestatigen, sollte
mindestens ein identisch verknipftes Oligomerenpgathetisiert werden, das sich lediglich
durch den Austausch einer Aminogruppe gegen ein&gAzope unterscheidet. Die
Azidoverbindung sollte gemaR den Erwartungen emdligth schwachere Bindung an RNA

zeigen.

8.1 Synthese von Zuckerdiaminosaureoligomeren an festéthase

8.1.1 Wabhl eines geeigneten polymeren Tragermaterials

Zur Synthese von Oligomeren an fester Phase masstichst ein geeignetes Tragermaterial
fur die Kupplungsreaktionen gewahlt werden. Es tstelhe Vielzahl von kommerziell
erhaltlichen, polymeren Tragermaterialien zur Vguiig unter denen die am haufigsten
verwendeten Materialien Polystyrolharze, Tentagel GPG ¢ontrolled pore glagssind. Die
Wahl des geeigneten Tragermaterials ist vor allemzwei Faktoren abhéngig: der Stabilitat
des Materials gegentber den anzuwendenden Rediedingungen und der Fahigkeit des
Polymers in den zu verwendenden Lésemitteln zulguelm eine effiziente Kupplung der
Bausteine an das Tragermaterial zu ermdglicheng&aignetes Material fir Synthesen nach
der Fmoc-Strategie ist Polystyrol (gewthnlich mit12 % Divinylbenzol zur Vernetzung
versetzt)®® da es unter den Bedingungen fiir Peptidsynthesahil sist und in den
Ublicherweise verwendeten Losemitteln DMF, NMP unBichlormethan gute
Quelleigenschaften besitzt.

Neben der Art des Tragermaterials ist bei einetghesensynthese auf die Ankergruppe, tUber
welche die Bausteine mit dem Harz verbunden wesdéan, zu achten. Die Ankergruppe am
Polystyrolharz sollte in diesem Fall so gewahlt degr, dass sie zum einen unter den
basischen Bedingungen der Fmoc-Strategie stabil sdirde und zum anderen eine
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Abspaltung des synthetisierten Oligomers vom HarZdtzten Reaktionsschritt gemeinsam
mit der Entfernung der saurelabilen Schutzgruppkaubet (siehe hierzu auch Abb. 8.1). Zwei
maogliche Ankergruppen die diese Eigenschaften lerfiind an Polystyrolharzen erhéltlich
sind, sind die in Abbildung 8.3 gezeigten Ankergrep des Rink-Amid- und des
Sieber-Amid-Harzes. Sowohl die Boc- und MOM-Schutpgen der synthetisierten

Oligomere, als auch die Ankergruppen lassen siderumifluoressigsauren Bedingungen

entfernen.
FmocHN OMe NHFmoc
O O II il OMe O O II O II
Rink-Amid-Polystyrol-Harz Sieb&mid-Polystyrol-Harz

Abb. 8.3: Polystyrolharze mit Rink-Amid- und miteBer-Amid-Ankergruppe als mogliche Tragermatenalie
fur Oligomersynthesen an fester Phase.

Bei Versuchen zur Verwendung dieser beiden HarzeeinDoktorarbeit von F. Siché&tt

zeigte sich, dass Zuckerdiaminosaurebausteine mdopyranosekonfiguration mit gro3erer
Effizienz an das Rink-Amid-Polystyrolharz als ars &&ieber-Amid-Polystyrolharz gebunden
werden konnten. Daher wurde entschieden, das RimidAdarz fur die Kupplungsversuche

der Zuckerdiaminosaurebausteine mit Allofuranoséganation zu verwenden.

8.1.2 Wahl der Kupplungsreagenzien

Die Kupplungsreaktionen von Zuckerdiaminosaurendearin der AG Wittmann bislang mit
den Systemen HOBt/HBTU und HOAt/HATU erfolgreichrdoagefihrt. Fur die Kupplung
steht eine Vielzahl weiterer Reagenzien zur Verfigguderen Eignung von Fall zu Fall
unterschiedlich sein kann. Auf die Vielzahl der Mdgkeiten zur chemischen Kniipfung von
Peptidbindungen soll hier nicht im Einzelnen eirayegen werden; eine Ubersicht (iber die in
Peptidsynthesen verwendeten Reagenzien kann jeBidchern von J. Jon®8 und N. L.
Benoitort®” entnommen werden.

Fur die Kupplungen in dieser Arbeit sollte das 8ysHOAt/HATU verwendet werden, zum
einen weil mit diesem System bereits gute Erfaheangnerhalb der Arbeitsgruppe gemacht
wurden, zum anderen weil das System HATU/HOAL rigaektist als das vergleichbare
System HOBt/HBTU und dadurch eine effizientere Vinifung der wertvollen monomeren
Einheiten erhofft wurde. Die erh6hte ReaktivitanvidATU im Vergleich zu HBTU kann
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durch einen Protonentransfer auf den Pyridinringhredd der HATU-vermittelten
Kupplungsreaktion begriindet werden.
Die Verwendung von HATU als Kupplungsreagenz wuadeh in Publikationen anderer

Arbeitsgruppen zur Synthese von einfachen Zuckeraséiureoligomeren beschriebéh.

8.1.3 Bestimmung der Beladungsdichte und Beladung des RtpAmid-Harzes mit
Allofuranose- und Glucopyranosezuckerdiaminosaurebasteinen
Zunéchst wurde die Beladungsdichte des Rink-Amidzes bestimmt, indem eine definierte
Menge des Harzes (10.0 mg) mit einem Milliliter e2ir20%igen L6sung von Piperidin in
DMF zwei Stunden lang geschuttelt wurde. Als Abgpadukt dieser Reaktion entsteht ein
Dibenzofulven-Piperidin-Addukt dessen Konzentraiiownler Abspaltldsung sich mithilfe des
Lambert-Beer'schen Gesetzes berechnen lasst. Ubedfathizentration des Addukts in der
Abspaltlosung kann auf die Mole an abgespaltenerocF@ruppen und somit auf die
Beladungsdichte des Harzes zuriickgerechnet werden.
Zur Berechnung Beladungsdichte wurde der literakalbnte Extinktionskoeffizient des
Dibenzofulven-Piperidin-Addukts bei 301 nm verwetid® Auf diese Weise konnte eine
Beladungsdichte von 0.61 mmol/g fir das verwentiate ermittelt werden.
Nach Bestimmung der Beladungsdichte sollten zundhgplungsversuche mit den von O.
TSubrik und 1. Zemskov nachsynthetisierten Glucassteinen61 und 62 durchgefihrt

werden.

N3 NHBoc
MOMO Q Q
MOMC&&COOH Mﬁgﬁ&mw

NHFmoc NHFmoc
61 62

Abb. 8.4: Zuckerdiaminosdurebausteine aus der Dattieit von F. Sicherl. Diese wurden von O. TSulbrikl I.
Zemskov nachsynthetisiert und fiir einige Kupplumgsuche zur Verfigung gestellt.

Fur den ersten Versuch wurde die Kupplung von \relbing61 an das Rink-Amid-Harz mit
dem System HOAt/HATU/DIPEA getestet. Dazu wurde dais Fmoc befreite Harz (50 mg)
in einer Plastikspritze mit eingesetzter Fritte Bihuten in DMF gequollen, das DMF
abgesaugt und das Harz anschlieBend mit einer gésus zwei Aquivalenten des Bausteins
61, zwei Aquivalenten HOAt und zwei Aquivalenten HAT) 1.5 ml NMP versetzt. Nach
Zugabe von 5 eq. DIPEA wurde die Reaktionsmischd@gStunden auf einem Schittler
durchmischt. Die DMF-Lésung wurde abgesaugt und Hiaz mithilfe des Kaiser-TestS

auf freie Aminogruppen untersucht. Beim Kaiser-T@gtd zur Anfarbung Ninhydrin
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verwendet, das mit priméaren Aminen unter Desanmumgr einen blauen Farbstoff
(Ruhemann’s Purpur) bildet. Die Harzkugeln zeigkeine Blaufarbung, was auf eine
vollstéandige Kupplung von Verbinduréd an das Harz hinwies. Um die Beladung des Harzes
mit 61 zu bestimmen und das Ergebnis der Bestimmung @¢sdBngsdichte des freien
Harzes zu verifizieren wurde nach zehnmaligem Weasater Harzkugeln mit DMF ein Teill
des Harzes mit einer 20%igen Lésung von PiperidibDMF versetzt und anschlieRend —
nach einer angemessenen Verdinnung der Abspalfjosutie Absorption bei 301 nm
gemessen. Es ergab sich eine Beladung des Haraex5® mmol/g. Diese Beladung stimmt
in guter N&herung mit der bestimmten Beladungsdicigs freien Harzes von 0.61 mmol/g
Uberein. Das gleiche Experiment wurde parallel @oSubrik unter Verwendung von DMF
als Losemittel mit Bausteir62 durchgefuhrt. Bei diesem Experiment ergab siche ein

Beladung von 0.59 mmol/g.

OMe

1) 2 eq. HATU MeO
H,N  OMe 3 eq. HOAt
Ns 2 5 eq. DIPEA Mﬁg"ﬁo
o) NMP, 16 h, RT
SR oo+ g Y b
NHFmoc O OMe
61 (2eq.)
0.58 mmol/g
1) g eq. 'I::SLU BocHN MeO
H,N  OMe eq. HOAt
NHBoc z 5 eq. DIPEA Mﬁg"ﬁo
Q DMF, 12 h, RT
Mﬁgﬁg&/cow * Q— ‘ O 7, NHEmoc
NHFmoc (o) OMe
62 (2 eq.)
0.59 mmol/g

Abb. 8.5: Kupplung der Zuckerdiaminosaurebaustéiheind 62 an das Rink-Amid Harz mit anschlieRender
Bestimmung der Beladungsdichte.

Nachdem diese ersten Kupplungsversuche erfolgneechefen, sollte die Kupplung eines
Allosebausteins mit dem System HOAt/HATU/DIPEA gt werden. Dazu wurde das von
Fmoc befreite Harz (50 mg) in einer Plastikspritzé eingesetzter Fritte 30 Minuten in DMF
gequollen. Das DMF wurde abgesaugt und das HaczhkeBend mit einer Losung aus zwei
Aquivalenten des Baustei®8, zwei Aquivalenten HOAt und zwei Aquivalenten HATI
1.5 ml NMP versetzt. Nach Zugabe von 5 eq. DIPEAdsudie Reaktionsmischung 24
Stunden auf einem Schittler durchmischt. Die NMBuii@ wurde abgesaugt und das Harz

mithilfe des Kaiser-Test® auf freie Aminogruppen untersucht. Die Harzkugetigten im
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Gegensatz zu den Kupplungsversuchen mit den Glbaasteinen eine intensive
Blaufarbung, was auf eine unvollstandige Reaktion Verbindung33 mit dem Harz hinwies.
Um die Beladung des Harzes 38 zu bestimmen wurde nach zehnmaligem Waschen der
Harzkugeln mit DMF ein Teil des Harzes mit eineP@fen Loésung von Piperidin in DMF
versetzt und anschlielend — nach einer angemessgmdiinnung der Abspaltldsung - die
Absorption bei 301 nm gemessen. Es ergab sichBeteslung des Harzes von 0.33 mmol/g.
Eine Wiederholung des Versuches unter exakt demseledingungen zeigte, dass bereits
nach drei Stunden eine Beladung von 0.29 mmol/gidt wurde. Durch Erhéhung der
Menge an Baustei®3 und Verlangerung der Reaktionszeit konnte ledighicte geringfiigige
Verbesserung der Beladungsdichte auf 0.36 mmatngh keine vollstandige Beladung des

Harzes erzielt werden (siehe Tabelle 8.1).

OMe

1) 2 eq. HATU MeO
BocHN H,N  OMe 3 eq. HOAt BocHN o. H
MOMO COOH /‘/\‘ 6 eq, DIPEA MOMO N
o O O NMP, 48 h, RT o
+ —_—
C)jo OMe O
FmocHN OMOM FmocHN OMOM

O

33 (4eq.) 65 (5
0.36 mmol/g

Abb. 8.6: Kupplung von BausteB8 an das Rink-Amid-Harz.

Der Versuch wurde ebenfalls mit Zuckerdiaminosdawskein30 durchgeftihrt, wobei nach
einer Reaktionszeit von drei Stunden lediglich é@etadungsdichte von 0.21 mmol/g erreicht
wurde. Nach einer Reaktionszeit von 81 Stunder stie Beladungsdichte auf 0.37 mmol/g
und lag damit im Bereich der Beladung des HarzesBaustein33. Durch eine weitere
Verlangerung der Reaktionszeit liel3 sich keine tiedr& Verbesserung der Beladungsdichte

mehr feststellen.

OMe

1.) 2 eq. HATU MeO

FmocHN H:N  OMe 3 eq. HOAt FmocHN o. H
MOMO COOH 6 eq. DIPEA MOMO N

o O O NMP, 81 h, RT o)
+ _
Qo W,
N3 OMOM N3 OMOM o
30 (4 eq.) 66
0.37 mmol/g

Abb. 8.7: Kupplung von BausteBO an das Rink-Amid-Harz.
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Die Kupplungsversuche der beiden Allosebaust8dend 33 mit dem freien Harz weisen
daraufhin, dass bei etwa 60 % der maximalen Belgdkine Art Sattigungspunkt erreicht

wurde und keine zusatzlichen Gruppen mehr vom Hafgenommen werden konnten.

Die Beobachtung, dass die Allofuranosebausteinkesichan das Rink-Amid-Harz kuppeln
ist im Einklang mit Kupplungsversuchen von Ribofwsaezuckerdiaminosaurebausteinen aus
der Doktorarbeit von F. John in unserer Arbeitsgrig® F. John beobachtete bei
Zuckerdiaminosaurebausteinen mit Ribofuranosekardition ebenfalls keine vollstandige
Beladung des Rink-Amid-Harzes. Er erzielte in seiAebeit Beladungsdichten zwischen
0.31 und 0.37 mmol/g fur die Ribosebausteine; didserte stimmen mit den
Beladungsdichten der Allosebausteine in guter Nétgetiberein.

Die maRige Beladung des Harzes stellte kein Prolblendie prinzipielle Durchfihrbarkeit
der Oligomersynthesen an der festen Phase daerbkeibende freie Aminogruppen mithilfe
einer 10%igen Ag-L6sung in DMF gecappt und somit fir weitere Kwmgen inaktiviert

werden konnten.

Tab. 8.1: Kupplungen unterschiedlicher Zuckerdiame@urebausteine an ein Rink-Amid-Harz. Die angegeie
Aquivalente beziehen sich auf die Beladungsdiches fteien Rink-Amid-Harzes von 0.61 mmol/g. Die
Reagenzien wurden bei den Reaktionen pro 50 mg @aczkenmasse) in insgesamt 1.5 ml NMP gel6st.

Zuckerdiamino- Beladungsdichte des Beladungsdichte

HATU HOAt DIPEA t(inh)

saurebaustein freien Harzes nach Kupplung
33(2eq.) 2 eq. 2 eq. 5eq. 3h 0.61 mmol/g 0.29 Hgmo
33(2eq)) 2 eq. 2 eq. 5eq. 24 h 0.61 mmol/g 0.8®lty
33(2 eq.) 2 eq. 3 eq. 6 eq. 20 h 0.61 mmol/g 0.32 iigmo
33(4 eq.) 2 eq. 3 eq. 6 eq. 48 h 0.61 mmol/g 0.36 Kgmo
30(2 eq.) 2 eq. 3 eq. 6 eq. 9h 0.61 mmol/g 0.21 rfgnol
30(4 eq.) 2 eq. 3 eq. 6 eq. 81 h 0.61 mmol/g 0.37 Kgmo
61(2eq.) 2 eq. 3 eq. 5eq. 16 h 0.61 mmol/g 0.5®lty
62(2eq.) 2 eq. 2 eq. 5eq. 16 h 0.61 mmol/g 0.5ty

Fmoc-Ala-OH 2eq. 3 eq. 5 eq. 16 h 0.61 mmol/g OrBsol/g

Ein Grund fur die unterschiedliche Fahigkeit vohofiiranose- und Glucopyranosebausteinen
an das Harz zu binden, kénnte in ihrer untersciuleeh raumlichen Anordnung, also in ihrer
Konfiguration bestehen. Wé&hrend Glucopyranosen géwohnlich als Sessel mit einer
“C,-Konfiguration vorliegen, ist eine Vorhersage deonfiguration von Fiinfringzuckern
nicht trivial, da Funfringe mehrere Konfigurationemt sehr ahnlichen energetischen Lagen
einnehmen konneh?!** Welche Konfiguration im Einzelfall bevorzugt wirést aufgrund
des geringen Energieunterschieds der einzelnenigdoationen stark von der Art und dem

sterischen Anspruch der Substituenten an den eiezeentren des Finfrings abhéngig. Die
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stabilsten raumlichen Anordnungen fur Funfringedstter Halbsessel und der so genannte
envelope(Briefumschlag)®**®! Zieht man in Betracht, dass fiir eine gute Erreackéit der
freien Aminogruppen an den Ankergruppen des HadresGrol3e der Poren innerhalb des
polymeren Tragers eine Rolle spielt, so leuchten, edass durch unginstige
Molekuilgeometrien, welche ein Eindringen in eindgr Poren erschweren oder verhindern,
keine vollstandige Beladung des Harzes erreichtigrekann.

Gemal dieser Hypothese ware die Verwendung voneHarat méglichst groRen Poren eine
Maoglichkeit das Problem der schlechten ersten Kupplan das Rink-Amid-Harz zu
umgehen. So konnte auch bei einer unginstigen NMigekmetrie die Wahrscheinlichkeit
einer Kupplung erhéht werden. Da die Kupplung n@tmdRink-Amid-Harz aber prinzipiell
funktionierte, wurden keine weiteren Versuche umermen ein Harz zu finden, dass eine
groRere Beladung ermdglicht hatte. Dennoch warawgrund der Uberaus aufwendigen
Synthese fur Allofuranosezuckerdiaminosauren wigssiert in der Zukunft einen
polymeren Trager zur Verfiugung zu haben, der egssdére Kupplung der Furanosebausteine
gestattet, um so die Substanzmengen und Uberschirsdee Kupplungsreaktionen an der
festen Phase zu minimieren. Eine Alternative wafelRG Tragermaterialien, die mit
PorengréfRen von 1 nm bis 1000 nm erhaltlich sirdlwiaelfach Anwendung in der Synthese
von RNA- und DNA-Oligomeren an fester Phase fintférzwar haben sie eine geringere
Beladungsdichte als die meisten Polystyrolharae, Horengréssen sind jedoch wohl definiert
und die Erreichbarkeit ihrer funktionellen Gruppagingt nicht von den Quelleigenschaften

des Polymers in unterschiedlichen Lésemitteli®ab.

8.1.4 Verknupfung von Zuckerdiaminosaurebausteinen zu Ofjomeren an der festen
Phase

Versuche zur Synthese von Oligomeren an der fd8h&se wurden zunéchst mit weiteren
Glucopyranosebausteinen in Zusammenarbeit mit GoriiSund |. Zemtskov unternommen.
Zunachst sollte dabei das Tetran& (siehe Abbildung 8.9) dargestellt werden, welches
bereits zuvor in der Doktorarbeit von F. Sichenhtbgtisiert wurde. Tetramed9 war das
einzige Oligomer mit Glucoseleitstruktur, das inndBNA-Bindungsstudien keine guten
Bindungseigenschaften zeigte. Es sollte durch diehmalige Synthese des Molekils
festgestellt werden, ob bei der urspringlichen Megsder IG-Werte des Molekiils
eventuell ein Fehler bei der Durchfiihrung vorlagziglich Durchfiihrung, Auswertung,
Vergleich und Beurteilung der Ergebnisse der RNAeBingstests siehe Kapitel 10).
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Fur die Synthese des Oligomers wurde, analog degehensweise bei der Beladung der
Harze, der polymere Tréger zunachst in DMF geqoolied anschlielend mit je zwei
Aquivalenten der Zuckerdiaminosau6®, zwei Aquivalenten HATU, zwei Aquivalenten
HOAt und 5 Aquivalenten DIPEA in DMF zur Reaktioehgacht. Die Kupplungen waren
jeweils vollstandig, was durch den nach jedem Kupg$schritt durchgefiuihrten Kaiser-Test
gezeigt werden konnte. Nach der dritten Kupplungdeuwas Harz gesplittet und zur einen
Halfte mit Bausteir62 und zur anderen Halfte mit Baustd&ih versetzt. Dadurch lieRen sich
die in Abbildung 8.8 gezeigten Intermedi&e und 68 synthetisieren, die nachfolgend sauer
entschitzt und von der festen Phase abgespaltéemwsoliten.
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1.) 2 eq. Verbindung 62 1.) 2 eq. Verbindung 62 1.) 2 eq. Verbindung 62 MOMO
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Abb. 8.8: Synthese der tetrameren Intermedidtend68 an der festen Phase.

Die Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen uaddspaltung des Oligomers vom Harz
sollten in einem Schritt stattfinden. Dazu wurdaeelL6sung von TFA, Wasser und TIS
(Triisopropylsilan) mit einem Mischverhaltnis voR:9:3 hergestellt und zum Harz gegeben.
TIS wurde verwendet, um langlebige, reaktive Katioioei der Abspaltung der saurelabilen
Schutzgruppen abzufangen.

Das Harz wurde drei Stunden mit der TFA-LOsungeném Schuttler behandelt, die TFA-
Losung nachfolgend im Stickstoffstrom ausgetriebed das Harz anschlieRend nochmals
eine Stunde mit frischer TFA-L6sung behandelt. NAbauf einer Stunde wurde die TFA
erneut im Stickstoffstrom ausgetrieben und deredRiyickstand in 0.13%iger PFPA-LOsung
(Pentafluorpropionsaurelésung) aufgenommen. Dag Hiad andere unldsliche Bestandteile
wurden per Filtration mit einem Spritzenfilter abgant. Die so entstandene klare Losung
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konnte anschlieBend direkt per HPLC aufgereinigt rdee. PFPA diente als
Kontaktionenpaarreagenz, das mit den freien Amunggen der Oligomere wechselwirkt und
so eine Verlangerung der Retentionszeit und eine frefkugung  der
Zuckerdiaminosaureoligomere per HPLC ermdglicht.dié@ Reinigung des Oligomers wurde
eine Vydac Proteine&Peptide Saule mit einem Acetidii.13 % PFPA Laufmittelgemisch
und einem Gradienten von 5-40% Acetonitril in 3Ghivtien durchgeftihrt. Diese Methode war
der Methode, die in den Doktorarbeiten von Franklohn und Frank Sicherl verwendet
wurde, beziglich der Spezifitdt Uberlegen (sieleezoi Chromatogramme in den Abbildungen
8.13 und 8.14). Ein Vergleich der Abbildungen 8.IBPLC-Chromatogramm des
Rohprodukts vor69) und 8.14 (HPLC-Chromatogramm des per HPLC naciM#hode von
Sicherl und John vorgereinigten Tetram@®dsverdeutlicht dies.

Das Produkt wurde bei einer Retentionszeit von 1di@uten eluiert. Die vereinigten
Produktfraktionen wurden anschliel3end Iyophilisienobei die Tetramere jeweils als
volumindses reinweisses Lyophilisat erhalten wurdémf diese Weise konnten die
Tetrameres9, bzw.70 mit Ausbeuten von 9 %, bzw. 15 % ausgehend vordeelen Harb4
(jeweils berechnet auf das Pentafluoropropionsaigesisoliert werden. Da PFPA als
Kontaktionenpaarreagenz fir die chromatographisshieinigung verwendet wurde, war
davon auszugehen, dass die Oligomere als PFPA-8atlemen - eine Annahme, die durch

das Auftreten von PFPA-Signalen in dé8-NMR-Spektren aller Oligomere bestatigt wurde.

90:7:3,1h
3.) HPLC

HoN
BocHN oMe0 Q 1) TFA, H20, TIS HO o ¢
MOMO O 90:7:3,3 h HO NH,
MOMO N 2.) TFA, H20, TIS Ho H

1.) TFA, H20, TIS
90:7:3,3h

2.) TFA, H20, TIS
90:7:3,1h

3.)HPLC

M +5 C,Fs—COOH

9%
(ausgehend von 64)

H,N
o]
HO O
HO NH,
HyN NH
HO O
HO o
&/& +5 C,Fs—COOH

15 %
(ausgehend von 64)

Abb. 8.9: Synthese der freien Tetram&® und 70 durch Entfernen der saurelabilen Schutzgruppen und

Abspaltung vom Harz mit TFA.
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Beide Oligomere konnten ohne nachweisbare Veruigtengen isoliert werden, wie am
Beispiel des HPLC-Chromatogramms des zuvor bepeitsHPLC gereinigten Tetrame6®

in Abbildung 8.10 zu erkennen ist. Bei den Peakyamtderen Bereich des Chromatogramms
handelt es sich um Artefakte aus der HPLC-Methdde gbenfalls bei Blindwertmessungen
zu sehen waren. Ebenfalls in Abbildung 8.10 istdagehdrige hochaufgeldste ESI-Spektrum
von Verbindung9 zu sehen. Die gefundene Masse dé$Blaks stimmt mit einem Wert von
770.3504 sehr gut mit der theoretischen monoissthygin Massen von 770.3527 Uberein.

H+
1+
770.3504

UY400000-

|
i
|
300000-] [
1. Hwo +5 C3Fa—COCH

200000-: 69
Na*
1+

792.3321

100000 - 1
7 "“-ijl‘-—'—nf s i ek I\

I\ B S

16.013

;S — _=-,\-" w______— o ) ) —
5 10 15 20 25 3
min
Abb. 8.10: HPLC-Chromatogramm des vorgereinigtetraieers69 und das hochaufgeltste ESI-Spektrum des
Hauptpeaks. Saule: Vydac Proteine&Peptide (4 mm&k@m); Laufmittelgemisch: Acetonitril/0.13 % PFPA,;
Gradient: Acetonitril 5-40% in 30 Minuten; Detektiswellenldnge: 220 nm; Fluss: 1.0 ml/min.

Nachdem die Synthese von rein Glucose-haltigen &ultkminosaureoligomeren erfolgreich
an der festen Phase durchgefiihrt werden konntdte sals nachstes ein gemischtes
Zuckerdiaminosaureoligomer aus Allose- und Glucaasteinen synthetisiert werden. Dazu
wurde der in Abbildung 8.11 gezeigte Glucosebanstdi

(3 eg.) mit HATU (3 eq.), HOAt (4.5 eq.) und DIPEAeq.) NHFmoc
dreimal an das beladene H&%Z gekuppelt (siehe Abbildung Mﬁgﬁ%ﬁm

8.12). Einige Restbestande von Verbindufigwaren noch "
aus der Doktorarbeit von F. Sicherl vorhanden uodnken

Abb: 8.11: Glucosebaustein 71.

fur die Synthese verwendet werden. Die Kupplungamew den Erwartungen entsprechend
vollstandig und wurden mithilfe eines TNBS-Testefjgrtft. Nach saurer Abspaltung mit

TFA/H,O/TIS 90:7:3 und anschlieBender zweimaliger Reimggyper HPLC konnte das
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gewulnschte Tetramef2 mit einer Ausbeute von 8 % (berechnet auf die Mase des
PFPA-Salzes) isoliert werden.

OMe
1.) Piperidin
2.) 4 eq. Verbindung 71 1.) 4 eq. Verbindung 71 1.) 4 eq. Verbindung 71 1.) TFA, H20, TIS HoN
MeO 4.eq. HATU 4.eq. HATU 4 eq. HATU 90:7:3,3 h 2 o
BocHN o H 6 eq. HOAt 6 eq. HOAt 6 eq. HOAt 2)) TFA, H20, TIS  HO Q HN
MOMO N 6 eq. DIPEA 6 eq. DIPEA 6 eq. DIPEA 90:7:3, 1 h HO 2 OsNH,
o. 4h, RT 12h, RT 24 h, RT 3) HPLC HoN - HN 0 © HO o
HO
O 2.) TNBS-Test (negativ) 2.) TNBS-Test (negativ) 2.) TNBS-Test (negativ) HO
EmocHN OMOM 3.) Piperidin 3.) Piperidin 3.) Piperidin HoN HN
o) o o HN OH
+5 C,Fs—COOH Ho
65 o

0.36 mmol/g
Abb. 8.12: Synthese des gemischten Tetram2rs

Das Produkt wurde nach der Abspaltung vom Harz cduwstamit einer HPLC-Methode aus
der Doktorarbeit von F. Sicherl unter VerwendungeeiNucleosil C-18 S&aule (4 mm x 250
mm) mit einem Gradienten von 1-50 % Acetonitril 3 Minuten (Laufmittelgemisch:
Acetonitril/0.13 % aq. PFPA) gereinigt, wobei siéér Produktpeak als Schulter des grof3ten
Peaks im HPLC-Chromatogramm zeigte und mit dies®LEtMethode nicht sauber
abgetrennt werden konnte (siehe Abbildung 8.13).

mAU

1750H

€849'8T

€85'8T
\

1500 Tetramer 72
12507
1000

7504 o x/\

500

50

R |
25 50 15 10.0 125 15.0 17.5 20.0 2.5 25.0 275 min

Abb. 8.13: HPLC-Chromatogramm des Rohprodukts vetramer72. Séaule: Knauer Nucleosil (4 mm x 250
mm); Laufmittelgemisch: Acetonitril/0.13 % PFPA; dglient: Acetonitril 5-40% in 30 Minuten;
Detektionswellenlange: 220 nm; Fluss: 1.0 ml/min.

Tetramer72 konnte erst nach einer zweiten Aufreinigung pel.@8Rn Reinform erhalten

werden. Dabei wurde anstelle der Nucleosil C18-&aule Vydac Proteine & Peptide-Saule
verwendet und mit einem Gradient von 5-40 % Acetdmn 30 Minuten, anstelle des zuvor
verwendeten Gradienten von 1- 50 % in 30 Minutesrlggitet (siehe Abbildung 8.14). Diese
Methode zeigte eine hohere Spezifitatt und konnte &est des friher eluierenden
Hauptprodukts mit klarer Basislinientrennung segpan. Auch ein geringfligig spéater
eluierendes Nebenprodukt, welches mit der zuvorewagdten Methode nicht vom

Produktpeak abgetrennt wurde, liel3 sich mit deenédethode separieren.
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uV,

400000
j H,N
HO—~—0_ T
HO HN T o NH
HaN HN o HO—| o e
J H+ HO Q
300000~ o HO
. 770.3542 HaN- HN o HN OH
§ 5 CoFs—COOH HOS 5
o NH,
i 72
200000
100000

A R '.3<
min

Abb. 8.14: HPLC-Chromatogramm des per HPLC vorgdgein Tetramers/2 (Bedingungen der ersten

Aufreinigung siehe Abbildung 8.13) und das hochelifgte ESI-Spektrum des Hauptpeaks. Saule: Vydac

Proteine&Peptide (4 mm x 250 mm); Laufmittelgemis&hetonitril/0.13 % PFPA; Gradient: Acetonitril43%
in 30 Minuten; Detektionswellenlange: 220 nm; Fius® ml/min.

Nachdem die Synthese und Isolierung, von rein Gedwmltigen
Zuckerdiaminosaureoligomeren und eines gemischtanketdiaminosaureoligomers aus
einer Allose- und drei Glucoseeinheiten erfolgretirchgefiihrt wurden, sollte mit den
nachsten Experimenten ein Oligomer synthetisiertrdem, welches vollstandig aus
Allosezuckerdiaminosauren aufgebaut war. Zu diesémeck wurde das zuvor miB3
beladene und anschlieRend von Fmoc befreite RinidAt#arz 65 in DMF gequollen und
anschlieBend mit 4 eq. HATU, 6 eq. HOAt, 6 eq. DARE eq.) und 2 eiB3in NMP versetzt
und auf einem Schittler zur Reaktion gebracht ésidbbildung 8.15). Nach 16 Stunden
wurde die Reaktion abgebrochen und ein Kaiser-Testhgefuhrt. Nach Erhitzen der
Ninhydrinldsung zeigte sich eine deutliche Blautdry. Bei einem parallel durchgefiihrten
Ansatz unter Verwendung von 4 &g unter ansonsten gleichen Bedingungen wurde nach 48
Stunden ein Kaiser-Test durchgefihrt, welcher nehmeine sehr schwache Blaufarbung
zeigte. Die Reaktion wurde durch Abfiltrieren unda¥¢hen der Harzkugeln abgebrochen.
Eventuell noch vorhandene freie Aminogruppen wumaeinl0%iger AgO-L6sung in DMF
gecappt und dadurch inaktivielas Dimer wurde nach Entfernen der Fmoc-Schutzgrupp
mit 20%iger Piperidin-Losung in DMF erneut mit HATY eq.), HOAt (6 eq.), DIPEA (6 eq.)
und 4 eq.33 versetzt und 48 h geschuttdlier anschliel3end durchgefiihrte Kaisertest war
erneut schwach positiv und die Reaktion wurde dhmauerneut durch Abfiltrieren des

Harzes abgebrochen.
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Das so synthetisierte Trimer konnte nun - nach énén der Fmoc-Gruppe mit 20 %iger
Piperidin-Losung - im TFA-Sauren vollstandig entézih und vom Harz abgespaltet werden.
Die saure Abspaltung wurde wie bei den zuvor syidieeten Oligomeren mit einer TFA,
Wasser und TIS (Triisopropylsilan) Mischung in em&erhaltnis von 90:7:3 durchgefihrt.
Das Harz wurde zunachst drei Stunden und anschlieBech einmal eine Stunde mit der
TFA-L6sung behandelt.

HaN 1)

1) Piperidin HO— o Y NH:
MeO 2.) 4 eq. Verbindung 33 1.) 4 eq. Verbindung 33 1) TFA, H20, TIS
e 4 eq. HATU 4 eq. HATU 2) ng/:zf(;ohﬂs
BocHN 6 eq. HOAt 6 eq. HOAt . , H20, HoN
o. H q q 2
MOMO N 6 eq. DIPEA 6 eq. DIPEA 90:7:3,1h ho—| oM oH
0 48h, RT 48h, RT 3.) HPLC o
2.) Kaiser-Test 2.) Kaiser-Test ® 4 PFPA
FmocHN OMOM 3.) 10%Ac,0 in DMF 3.) 10% Ac20 in DMF H,N 0. HN OH
o] 4.) Piperidin 4.) Piperidin HO
o
65
73
0.36 mmol/g H,N OH

22%

Abb. 8.15: Synthese des Trimer8 durch zweifache Kupplung von Bauste®8 an das Harz65 mit
anschlieRender Abspaltung und Aufreinigung.

Nach Austreiben der TFA im Stickstoffstrom wurder d#dige Rlckstand in 0.13%iger
wassriger PFPA aufgenommen, durch Filtration vomrzHaefreit und anschlieend per
HPLC gereinigt. Das Chromatogramm zeigte eine Mialkleiner, ineinander Gbergehender
Produktpeaks (siehe Abbildung 8.16) unter denengga@inschte Produkt per ESI-MS bei

einer Retentionszeit von ca. 16 Minuten detektietden konnte.

1 i _

" 16.1 mir 582.¢

500

0 10 20 30 min

Abb. 8.16: HPLC-Chromatogramm und zughdriges ESIkBpm des Trimerg3 nach zweimaliger Behandlung
(3 Std. + 1 Std.) mit einer Abspaltlésung aus TFAHIS 90:7:3.

Es bedurfte in diesem Fall einer zweiten Aufreimgyer HPLC, um das Trimer in sauberer

Form zu erhalten. Die Ausbeute des Trimers warOititmg (< 3 %) aufRerst gering, gemaf
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der Vielzahl an Peaks im HPLC-Chromatogramm und detwendigen zweiten
HPLC-Aufreinigung jedoch nicht Giberraschend.

Eine nahere Betrachtung der Nebenproduktpeaks ezedfiss neben dem gewiinschten
Produkt, etliche Produkte mit Molekulargewichtem\M+ne44 (M = Masse des gewtlinschten
Oligomers) detektiert werden konnten, die alle tetativen Retentionszeiten > 1.0 eluiert
wurden. Eine Auflistung der detektierten Massen innelr Retentionszeiten zeigt Tabelle 8.2.
Die genaue Retentionszeit der Peaks der Nebenp#laknte aufgrund der Komplexitat des
Chromatogramms nicht ermittelt werden. Daher wergteTabelle 8.2 Zeitraume fur die
Retentionszeiten angegeben, in denen die Massgpwieitigen Nebenprodukte per ESI-MS
detektiert werden konnten.

Tab. 8.2: Retentionszeiten und Massen einiger Naelukte bei Entschiitzung und Abspaltung des TSmar
von der festen Phase.

Produkt Retentionszeit Masse
Trimer 73 16 Minuten 582.3 Da
Nebenprodukt 1 17-18 Minuten 626.4 Da (Trimer + 44 Da)
Nebenprodukt 2 19-21 Minuten 670.5 Da (Trimer + 88 Da)
Nebenprodukt 3 22-23 Minuten 714.5 Da (Trimer + 132 Da)
Nebenprodukt 4 24 Minuten 758.6 Da (Trimer + 176 Dg)

Die zusatzlichen Molekilmassen von M+ne44 Daltomdswahrscheinlich Carbaminséaure-
haltigen Nebenprodukten zuzuordnen, die bei Abspglider Boc-Schutzgruppen entstehen
kénnen. Prinzipiell sind zwei Wege denkbar, durah @arbaminsauren bei der Behandlung
des Harzes mit der Abspaltlosung entstehen. Entweddrend der Abspaltung einer
Boc-Schutzgruppe, bei der die tert.-Butylgruppehnhikonzertiert mit der Abspaltung von
CQO;, stattfindet oder durch Reaktion der freien Aminggren mit CQ. Da Carbaminsauren
unter den verwendeten stark sauren Bedingungenbedingt stabil sind, sollten sie bei
entsprechend langer Behandlung mit einer TFA-Loswlegnoch in das gewuinschte,
vollstandig entschitzte Oligomer Uberfihrbar seiliese These wurde durch spatere
Synthesen von Allosehaltigen-Oligomeren in Losuegtéitigt (siehe Kapitel 8.2), bei denen
das Verhalten der Nebenproduktpeaks mit zunehmdreaktionszeit beobachtet wurde. Es
konnte mithilfe von MALDI-Spektren gezeigt werdediass sich die Nebenprodukte mit
Molekilmassen von M+n<44 bei langeren Reaktiotsadbis zu 48 Stunden) nach und nach
abbauen lieRen.

Die Synthese weiterer Oligomere an der festen Plvasge an dieser Stelle eingestellt, da die
Synthese nach der Fmoc-Strategie zwar mdoglich, aberunter hohem Verbrauch der
aufwendig synthetisierten monomeren Zuckerdiamim@s@durchfihrbar war.
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Es sollte nachfolgend eine Synthesemdglichkeit @igomeren in LOsung mit wesentlich
geringeren Uberschiissen der Zuckerdiaminosauredagsentwickelt und gleichzeitig die
problematische finale TFA-saure Entschitzung detos&thaltigen Oligomere naher

untersucht werden.
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8.2 Synthese von Zuckerdiaminosaureoligomeren in Losung

5.2.1 Wahl und Verknupfung einer geeigneten Gruppe zur Makierung der freien
Carbonséure
Fur die Synthese der ZuckerdiaminosaureoligomereLdsung musste zunéchst eine
geeignete Gruppe zur Maskierung der freien Saurentdenomren Baueinheiten gewahlt
werden. Dabei wurden Ester oder Amide in Betrag#ogen, wobei den Amiden aufgrund
ihrer grosseren Stabilitat bei der weiteren PlandergVorzug gegeben wurde. Voulourmis et
al. untersuchten den Einfluss unterschiedlichemp@en an 2,5-Didesoxystreptaminderivaten
auf die Inhibition der Transkription iB. coli und Staphylococcus aured¥ Dabei zeigte sich
im Fall der untersuchten amidischen Gruppen, dasschd die Erzeugung eines
2-Phenylethylamids die niedrigstenscund MIC-Werte finimum inhibitory concentratign
erzielt werden konnten. Ausgehend von diesen Rasult wurde entschieden
2-Phenylethylamin zur Maskierung der Saurefunktiarverwenden. Dessen Eignung fir die
Kupplung an die freie Carboxylgruppe sollte zunéemsAllosebaustei3 getestet werden.
Zur VerknUpfung mit BausteiB3 wurde die geschitzte Zuckerdiaminosaure mit HQAd¢d.)
und HATU (1.5 eq.) vorgelegt und die Feststoffmisap anschlieRend mit 0.6 ml einer 0.16
molaren Losung von 2-Phenylethylamin (entsprectefdeq. des Amins) in NMP/DMF 1:1
gel6st. Nach Zugabe von 4 eq. DIPEA wurde 4 h geriiid die Reaktionsmischung nach 4 h
per ESI-MS und DC untersucht. Da nach dieser Readtieit weder mittels DC, noch mittels
ESI-MS Reste des Edukts detektiert werden konntemge die Reaktion durch Extraktion
der Reaktionsmischung mit Chloroform und Wasser ebbgrhen und das Produkt
anschlieBend saulenchromatographisch aufgereibigs gewinschte Produkt konnte bei

dieser Reaktion mit einer sehr guten Ausbeute &% 9soliert werden.

1.5 eq. 2-Phenylethylamin

1.5 eq. HATU
BocHN 2.0 eq. HOAt BocHN o. H
4 eq. DIPEA N~
MOMO— 5 COOH DMF/NMP 1:1, 4 h, RT MOMO— 4 Ph
92 %
FmocHN OMOM ’ FmocHN OMOM
33 74

Abb. 8.17: Verknipfung des 2-Phenylethylaminlinkenis Verbindung33.

Die Reaktion wurde ebenfalls unter gleichen Bednggun mit einem der Glucosebausteine
von F. Sicherl getestet. Leider war zu diesem Zeigp nur noch Material vorhanden,
welches bereits 18 Monate gelagert wurde. Es zsigte dass das EduBt mit dem zuvor

fur Baustein33 verwendeten Protokoll nicht zur Ganze umgesetzti@rekonnte. Der Grund
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hierfir war in den*H-NMR und ESI-Spektren des Startmaterials zu er&anriNeben
Verbindung 62 mit zwei MOM-Schutzgruppen wurde in den ESI-Spektreine Masse
detektiert, die auf eine Verunreinigung mit nureziMOM-Schutzgruppe hinwies. Auch das
'H-NMR Spektrum zeigte einen Signalsatz, der auf indest eine Verunreinigung durch
einen Glucosebaustein mit nur einer MOM-Schutzgeupmwies. Gestitzt wurden diese
Beobachtungen auch durch spatere Oligomersynthésendenen nach Kupplung von
Baustein62 neben der Masse des gewtinschten Produkts ebedifallgasse des Produkts
abzuglich der Masse einer MOM-Schutzgruppe beokaghirde.

Da das Material vor seiner Benutzung langere ZaiRaumtemperatur lagerte (> 12 Monate),
konnte eine der MOM-Schutzgruppen durch Spurenaames Verunreinigungen im Laufe
der Zeit partiell abgespaltet worden sein. Die ststehende freie OH-Gruppe senkt zum
einen die Reaktivitat des Zuckers unter den Bediggn der Kupplungsreaktion und kdnnte
zum anderen zu unerwunschten Nebenreaktionen gafildrso den vollstindigen Umsatz
des Startmaterials beeintrachtigt haben. Zum andedaenten Abspaltprodukte der MOM-
Gruppen zu Nebenreaktionen gefihrt haben. AnhaeskdiBeobachtungen wére es folglich
ratsam die MOM-geschitzten Zuckerdiaminosauren rbéplichst tiefen Temperaturen
einzulagern (< - 20°C).

Die saulenchromatographische Aufreinigung von \fetbng 61 war schwierig, da die
Verbindung aufgrund ihrer freien Carboxylgruppe airsgepragtes Tailing zeigte und tber
sehr viele Fraktionen hinweg von der Saule elwietden musste. Eine Zugabe von Saure zur
Verbesserung der Laufeigenschaften war nicht midglda dies erneut zu einer partiellen
Abspaltung der MOM-Schutzgruppen geftihrt hatte.ghwd des starken Tailings konnte nur
eine geringe Menge an sauberem Edukt durch Sautemelographie gewonnen werden
(< 50 mg). Mit diesem gereinigten StartmaterialBlgch ein vollstandiger Umsatz erreichen

und das gewiinschte Produkt mit einer Ausbeute ¥d¥ $solieren.

1.5 eq. 2-Phenylethylamin

1.5 eq. HATU
2.0 eq. HOAt
Ns 4 eq. DIPEA N3
DMF/NMP 1:1,20 h, RT (o]
MOMO COOH MOMO NH———
NHFmoc 94 % NHFmoc
61 75

Abb. 8.18: Verkniipfung des 2-Phenylethylaminlinkenis Verbindung61.

Die Ergebnisse der beiden ersten Kupplungsversucheigten, dass der
2-Phenylethylaminlinker mit der gewahlten Strategigfolgreich und mit sehr guten

Ausbeuten mit den geschiitzten Zuckerdiaminosaustbiaen verknupft werden kann.
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8.2.2 Synthese des ersten Zuckerdiaminosaure-Trimers in&sung
8.2.2.1 Kupplung des Zuckerdiaminosaurebausteins 33 an Veihdung 74

Ein erster Versuch zur Kupplung weiterer Zuckerdrasauren sollte mit Verbindungt und
Zuckerdiaminosaur&3 erfolgen. Nachfolgend sollte durch weitere Kupgisschritte mit
derselben Zuckerdiaminosaure ein erstes Trimebsuhg synthetisiert werden.

Um weitere Zuckerdiaminosauren an den Linkerbanstéizu kuppeln, musste zunéchst die
Fmoc-Schutzgruppe mit einer geeigneten Base enhtfererden. Dies gelang unter
Verwendung einer 20%igen Piperidinlésung in DMF Baumtemperatu® Nach 60
Minuten wurde die Reaktion per DC und ESI-MS auflstandigkeit Uberprift. Weder im
DC, noch im ESI-Spektrum der Reaktionsmischung k@mrSpuren des Edukts detektiert
werden, woraufhin die Reaktionsmischung durch flaliges Coevaporieren mit Toluol
(40 °C, 60 mbar) und zweimaliges Coevaporieren @hitoroform von Piperidin und DMF
befreit wurde. Um den Arbeitsaufwand fur Reinigwsasitte bei der Synthese zu minimieren
wurde versucht das rohe freie Anib nach dem Coevaporieren ohne weitere Aufreinigung
mit  Zuckerdiaminosaurebausteir33 zu kuppeln. Hierzu wurden 1.2 eq. des
Zuckerdiaminosaurebaustein83 mit einem Aquivalent des rohen Aming5 2.4
Aquivalenten HOAt und 1.8 Aquivalenten HATU in DMMIP 1:1 gelost, anschlieBend
wurden 5.4 Aquivalente DIPEA zugegeben und UberhNayerihrt. Die nachfolgende
saulenchromatographische Aufreinigung ergab daseDi@ mit einer sehr guten Ausbeute
von 88 % Uber zwei Stufen.

1.2 eq. Verbindung 33

1.8 eq. HATU BocHN o_H
BocHN o. H o 2.4 eq. HOAt MOMO o ~ " ph
Ne_~ 20 % Piperidin in DMF 5.4 eq. DIPEA
MOMO— 4 Ph 60 min, RT DMF/NMP 1:1, 15 h, RT
> —— BocHN 0. HN OMOM
0 MOMO
FmocHN OMOM 88 % O
(2 Stufen)
74 FmocHN OMOM
76

Abb. 8.19: Synthese des vollstéandig geschiitzterebsirs.

Das 'H-NMR Spektrum von Dimei76 zeigte alle erwarteten Signale; eine vollstandige
Zuordnung aller Signale war jedoch aufgrund deitémeSignalsatze nicht moglich (siehe
Abb. 8.20). Dieses Problem wird bei Verbindungern mehreren Carbamatschutzgruppen
auch in der Literatur beschrieb&.Grund hierfiir ist der partielle Doppelbindungsetider
der CO-NH-Bindung von Carbamatschutzgruppen, welaoebreiten Signalsatzen fuhren

kann, die eine verniinftige Auswertung der Spekérschweren oder unmaglich machen. Als

- 107 -



Synthese von Zuckerdiaminosaureoligomeren

zusatzliche Sicherung der Identitat wurde in dies&th ein hochaufgelostes ESI-Spektrum
aufgenommen, das die erwartete Masse des Dimeyt®zei

Intens 1118.5137 L
:(107
81 L
6] — 2500(
1 ]
] L
N R — | § ~ 2000
1085 1090 1095 1100 11056 1110 1115 1120 1125 1130 1135 mfz L
BocHN o_H L
MOMO— ~"ph L
— 1500¢
BocHN 0. HN OMOM L
MOMO—| [
76 S
FmocHN OMOM 7 1000¢
— 5000(
—
| ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ |
5.50 5.00 4.50 4.0 3.5
ppm (t1)

Abb. 8.20: Hochaufgeléstes ESI-Spektrum und Aussichos demH-NMR des geschiitzten Dime¥$. Das
Spektrum zeigt alle erwarteten Signale, die jedaafgrund ihrer Breite teilweise nicht eindeutig @agbar
sind. Die drei NH-Protonen der Carbamatschutzgrogied deutlich zu erkennen und wurden hervorgefobe
Die nun folgende Kupplung des dritten Bausteinslas Dimer76 zur Synthese des Trimers
77 wurde analog zur Synthese des Dimers durchgefDad.geschitzte Trimer 77 konnte auf
diesem Weg mit einer sehr guten Ausbeute von 89 auh rsaulenchromatographischer
Aufarbeitung isoliert werden. Die Identitdt des riiers wurde abermals durch Aufnahme

eines ESI-Spektrums gesichert.

BocHN o. H
1.) 20 % Piperidin in DMF MoMO—| o N Nopy,
BocHN o. H 60 min, RT
N 2.) 1.2 eq. Verbindung 33
MOMO ~ ) q g
o Ph 1.8 eq. HATU BocHN— LN OMOM
2.4 eq. HOAt MOMO o
BocHN 5.4 eq. DIPEA
MOMO O FIN OMOM DMF/NMP 1:1, 18 h, RT
O —_— BocHN 0. HN OMOM
89 % MOMO—

FmocHN OMOM

76

Abb. 8.21: Synthese des vollstandig geschitztemdns77.
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Die Ergebnisse dieser ersten Kupplungsversuche isuhg zeigten, dass die
Zuckerdiaminosaurebausteine mit der gewéhlten &fi@terfolgreich und mit sehr guten

Ausbeuten verknpft werden konnten.

8.2.2.2 Versuche zur vollstédndigen Entschiitzung des Trimerg7 in Lésung

In der Doktorarbeit von F. Sicherl wurden einigestBgsteme fur die saure Entschiitzung von
Glucosezuckerdiaminosaureoligomeren in Losung ttedDabei wurden die besten
Ergebnisse mit 0.3 M methanolischer HCI-L6ésung b@i °C erzielt. Die Ausbeuten der
Entschitzung lagen dabei zwischen 46 % und 91 %.dAuVerwendung dieser Methode
wurde bewusst verzichtet, da eine Vergleichbankgitden Entschitzungsreaktionen an der
festen Phase gewinscht war. Daher wurde Trindeim Anschluss an die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin, mit einer TFA/M&assischung (Mischverhaltnis 93:7)
behandelt, um die saurelabilen MOM- und Boc-Schuiggen abzuspalten.

BocHN o H BocHN o H HoN o. H
MOMO— o Y Naopp, MOMO— o Y N~py HO— o Y N~pp
BocHN BocHN H,N
o] g ovowm oS ] ogIN OMOM 41, H20, Tis 2ol oxiN oH
O. 20 % Piperidin in DMF 0. 93:7,48 h O.
60 min, RT 2) HPLC
BocHN 0. HN OMOM BocHN 0. HN OMOM 79 % HaN 0~ HN OH
HO
MOMO O MOMO O (ausgehend von 77) o
+4 C,Fs—COOH
FmocHN OMOM Ho,N OMOM HoN OH 2Fs
7 78 79

Abb. 8.22: Finale Entschiitzung des Trimérs

Aus den zuvor durchgefuhrten Synthesen an derrfd3tese war bekannt, dass eine Reihe
von Nebenprodukten mit Massen von M+n<44 Daltondsi Abspaltung entstehen konnten,
bei denen es sich wahrscheinlich um Carbaminsauvaetie der gewinschten vollstandig
entschitzten Oligomere handelt. Diese kdnnen lreldspaltung der Boc-Schutzgruppen als
Zwischenprodukt oder durch Reaktion der freien Aemimit CQ entstehen. Da diese
Carbaminsaurederivate in stark saurer Losung wikapitel 8.1.4 bereits erwahnt nur
bedingt stabil sind, wurde die Reaktion Uber ei@eitraum von 48 Stunden per ESI-MS
verfolgt, um einen evtl. Abbau der Nebenproduktdolgen zu kénnen.

Bei der Reaktion des freien Ami@8 mit der TFA/Wasser-Mischung, wurden nach 3, 6, 20,
sowie nach 48 Stunden ESI-Spektren direkt aus daktidonslosung aufgenommen. Wie
erwartet zeigten die ESI-Spektren nach 3 Stunddmach 6 Stunden neben der gewtiinschten
Produktmasse auch Produkte mit Massen von M+nedtbiDgsiehe Abb. 8.23). Nach 20

Stunden konnten praktisch keine Signale dieser Nabbeukte mehr detektiert werden. Auf
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diese Weise liel3 sich, dass im Falle Allose-haltigéuckerdiaminosaureoligomere
ungewdhnlich lange Reaktionszeiten fur die Entsalmi unter TFA-sauren Bedingungen
notwendig sind, und dass die unerwiinschten Nebdogte mit Massen von M+ne44 Dalton
im Lauf der Reaktion sukzessive abgebaut werden; Hinweis darauf, dass es sich

tatsachlich um die postulierten Carbaminsaurederikkandelt.

Intens,
x106
20

Intens. +MS, 0.0-0.Tmin #(3-8) +MS, 0.2-0.5min #(10-33)
X

*l Nach 6 h

6

686.5

3

Nach 20 h

M+H* M+H*

551.1

M+Na*

708.4

752.5

M+H*+88

7085

<

7745
551.2

550

79.5

827.9
kb
800

5776
b L
600

7306
L\ 7526 7826 8057

750 800

853.9
Mhlh L
850

.M

700

bl
650

631.3
650

8446
850

o

500 550 750 miz

700 miz

Abb. 8.23: ESI-Spektren der Entschiitzung von Oligon8 in TFA-saurer Losung nach einer Reaktionszeit von
6 Stunden bzw. 20 Stunden.

Nach 48 Stunden wurde die TFA-LOsung im Stickstoff® ausgetrieben und der 6lige
Ruckstand in 0.13 %iger wassriger PFPA aufgenonumerper HPLC gereinigt.

Die Entschitzung des Trimer§ gelang mit einer sehr guten Ausbeute von 79 nén79
konnte demzufolge in sieben Reaktionsschritten airier hervorragenden Gesamtausbeute
von 62 % ausgehend von Zuckeraminos&@Besynthetisiert werden. Dies entspricht einer
durchschnittlichen Ausbeute von tber 93 % fur jedimzelnen Reaktionsschritt.Die Struktur
von Verbindung/9 wurde nachfolgend durch die Aufnahme unterschibdli NMR-Spektren
und durch ein hochaufgeldstes Massenspektrum gasidBine ausfihrliche Beschreibung
der Strukturaufklarung dieses Trimers findet siciKapitel 9.

AL 000

250

||||'?||||

2000+

L

HoN
HO!

I

1

1500+

11

1000

T Eriniini e

H,N
HO

H,N
HO!

O HN OH

O.

O,

0. HN OH

0.

H,N OH

H
Npn

30
min

Abb. 8.24: HPLC-Chromatogramm des Trim&& Das Trimer wurde bei 25.2 min detektiert. Saleauer
C-18 Eurosphere (16 mm x 250 mm); Laufmittelgemigatetonitril/0.13 % PFPA; Gradient: Acetonitril50%

in 30 Minuten; Detektionswellenlange: 220 nm; Fl&§ ml/min.
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8.2.3 Synthese weiterer Zuckerdiaminosaureoligomere in L§ung

Ausgehend vom geschitzten Trim&7 sollten nun unterschiedliche Tetramere unter
Verwendung der gleichen Kupplungs- und Entschitzsingtegien synthetisiert werden,
welche zur Synthese des Trim@&&erfolgreich angewandt worden waren.

Zunachst sollte ein weiterer Allosebaustein an Basier gekuppelt werden. Die Reaktion
war im Gegensatz zu den Synthesen des korrespendem Di-, bzw. Trimers nach 18 h
nicht vollstandig. Es wurden ESI-Spektren aus deskionslésung aufgenommen, in denen
geringe Mengen des Edukts detektiert werden konnas die Kupplung des vierten
Bausteins etwas schlechter funktionierte, als diaerigen Kupplungen kann ein Hinweis auf
die Bildung einer bevorzugten raumlichen Anordnutgg Trimers sein, durch welche die
freie Aminogruppe schlechter erreichbar und die fdupg somit erschwert wird. Die
Ausbildung von solchen bevorzugten Anordnungen wdidd Zuckeraminosauren auch in der
Literatur beschriebet{.**

Trotz der unvolistandigen Kupplung konnte nach hheBender Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe und der saurelabilen Schutzgrupises Tetramer mit einer guten

Ausbeute von 42 % ausgehend vahisoliert werden.

BocHN o. H HoN o H\/\
N HO Ph
MOMO| o I~ " "Ph  1)20 % Piperidin in DMF o
60 min, RT
2.) 1.2 eq. Verbindung 33 HoN
BOCHNT o (N OMOM 18 eq. HATU 1) 20 % Piperidin in DMF co]  OsgN oH
MOMO— o 2.4 eq. HOA 60 min, RT o
5.4 eq. DIPEA 2) TFAMH,0, 937,18 h
DMF/NMP 1:1, 18 h, RT ~ 3)HPLC N
BocHN O HN OMOM P . N o g o
MomMo— 2 % o
(ausgehend von 77) 5 C)F-—COOH
* 2k~
FmocHN OMOM H;g 0. HN OH
o
7
H,N OH 80

Abb. 8.25: Synthese des vollstandig entschiitzteramers30 aus Trimer77.

Die Gesamtausbeute des Tetran®@®sbetrug 34 % ausgehend von Zuckeraminos&3re
Dies entspricht einer sehr guten durchschnittlicAesbeute von 88 % fir jeden einzelnen
Reaktionsschritt.

Abbildung 8.26 zeigt das HPLC-Chromatogramm, sosée ESI-Spektrum von Verbindung
80 nach der finalen Entschitzung. Der Produktpeak wrd/ergleich zu den an der festen
Phase synthetisierten Oligomeren bei einer relatiRetentionszeit von etwa 1.4 detektiert.
Diese Verschiebung war aufgrund der, durch die ¥edung des 2-Phenylethylaminlinkers
etwas verminderten Polaritdt der in Lésung synsietien Oligomere, zu erwarten und

wurde auch bei allen weiteren in Lésung synthetisieOligomeren beobachtet.
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M+H*
" 874.4164
400000 — PR
1 L2k B
] ”;'__': g Hi OH
750000+ PR
= HO o
<
» Hahl o. HN OH
500000
d HN OH
i g
J \A &
250000 |
_ T =
0 — —— — .
;.’I’l 110 15 20 25 A

min

Abb. 8.26: HPLC-Chromatogramm des Tetran&Jsind das hochaufgeldste ESI-Spektrum des Hauptpesks
einer Retentionszeit von 23.1 min. Saule: Vydactétme&Peptide (4 mm x 250 mm); Laufmittelgemisch:
Acetonitril/0.13 % PFPA; Gradient: Acetonitril 5-%0 in 30 Minuten; Detektionswellenlange: 220 nnydst:

1.0 ml/min.

Im nachsten Experiment sollte ein Glucosezuckerthas@urebaustein als vierter Baustein an

das Trimer77 gekuppelt werden. Aufgrund der unvollstandigen lupg bei der Synthese

von Tetramer80 wurden fir diese Kupplung 1.5 eq. der monomereok&uliaminosaure

anstatt der sonst verwendeten 1.2 eq. eingese&zR&aktionszeit wurde von 18 Stunden auf

72 Stunden erhoht. In diesem Fall konnte in den$&ktren kein Edukt mehr detektiert

werden, es liel3 sich jedoch eine partielle Entstimg der Fmoc-Schutzgruppe unter diesen

Bedingungen erkennen. Da im nachsten Schritt died=8ruppe ohnehin entfernt werden

sollte, war diese Nebenreaktion nicht relevantk&snten auch keine Hinweise in den ESI-

Spektren gefunden werden, dass durch die partigflischitzung ein Pentamer gebildet

worden ware. Die Synthese des Tetran&lsgelang nach der finalen Entschitzung der

saurelabilen Schutzgruppen und HPLC-Reinigung miereAusbeute von 38 % ausgehend

von Trimer77.

BocHN

H
N

MOMO! o ~"ph

BocHN

0. HN OMOM
MOMO

0.

BocHN
MOMO

0. HN OMOM
o

FmocHN OMOM
77

DMF/NMP 1:1, 72 h, RT

_—

1.) 20 % Piperidin in DMF

H,N
HO

60 min, RT

2.) 1.5 eq. Verbindung 62
1.8 eq. HATU 1.) 20 % Piperidin in DMF HN o
2.4 eq. HOAt 60 min, RT HO o
5.4 eq. DIPEA 2.) TFA/H,0, 93:7, 16 h

3) HPLC

E—— HoN
38 % HO
(Uber alle Stufen)

o)

HoN
HN OH
HO%
HO o

NH,

81

Abb. 8.27: Synthese des vollstandig entschiitzteramers31 aus Trimer77.
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874.4173

Mn0000-

1500004 ¢ i

1+
7] 896.4023 HoN HN OH
100000+ HO&‘E |
HO o
E . NH

23710

50000+ I I R R T A AT

10 15 20 25 30
min

Abb. 8.28: HPLC-Chromatogramm des bereits per HBef2inigten Tetrame®l und das hochaufgeléste ESI-
Spektrum des Produktpeaks bei einer Retentiongari3.7 min. Saule: Vydac Proteine&Peptide (4 mgabR
mm); Laufmittelgemisch: Acetonitril/0.13 % PFPA; dglient: Acetonitril 5-40% in 30 Minuten;
Detektionswellenlange: 220 nm; Fluss: 1.0 ml/min.

Tetramer81 zeigte im Gegensatz zu Trim@&® bei den RNA-Bindungstests einen sehr
niedrigen I1G-Wert von 11 puM (siehe hierzu Diskussion der Ergetmn der
RNA-Bindungsstudien in Kapitel 10). Daher musst iupplung des Glucosebauteins einen
wesentlichen Anteil an den verbesserten Bindungssichaften haben. Um den Einfluss der
freien Aminogruppen von Zuckerdiaminosaureoligomeaaf die Bindung an RNA naher zu
untersuchen, bot es sich daher an eine der Amippgru des Glucoserests durch eine
Azidgruppe zu ersetzen. Dieser Austausch hattaeliech eine deutliche Verminderung des
ICso-Werts zur Folge haben missen (siehe hierzu elieifeskussion in Kapitel 10).

Um den gewinschten Austausch der Aminogruppe gegeAzid zu verwirklichen, wurde
Glucosebausteifil an Trimer77 gekuppelt. Nach Kupplung, vollstandiger Entschiitzund
Aufreinigung per HPLC wurde Tetram&2 mit einer Ausbeute von 28 % ausgehend von

Trimer 77 erhalten.

BocHN o H HN o H
MOMOT o ~Ph 1) 20 9% Piperidin in DMF HO— o Y N~p
60 min, RT
2.) 1.5 eq. Verbindung 61
BocHN™T 5 HN OMOM 1.8 eq. HATU 1) 20 % Piperidin in DMF HNT O BN O
MOMO— o 2.4 eq. HOAt 60 min, RT Ho—{ &
5.4 eq. DIPEA 2.) TFA/H,0, 93:7, 16 h
DMF/NMP 1:1, 72 h, RT ~ 3)HPLC
BocHN 0. HN OMOM —_— - = HoN o HN OH
MOMO— o 28 % HO

o
(Uber alle Stufen)

FmocHN OMOM HS‘MOH
77 HO o

NH,

4 C,Fg—COOH

82
Abb. 8.29: Synthese des vollstandig entschiitzteramers32 aus Trimer77.
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Intens, [~ — — WS, 0.2min #(6)|

o 900.7

00000 M+H — e
4 A HO" B N\/\Ph
500000 ‘ M ol o
4 O.
i 6
] ‘ HN= - BN OH
400000i HO o
] N3 HN OH
300000 I\THZ
i 2 B
7 o)
4 N
200000
1 b . |
] 70 80 850 560 950 1600 1050 100 10 iz
100000; M
W
1 T T T ’ T T T T J T T T T ‘ T T T T [ T T T T I T T T T
5 10 15 20 25 3(

min
Abb. 8.30: HPLC-Chromatogramm des Tetram@Psund das ESI-MS-Spektrum des Hauptpeaks bei einer
Retentionszeit von 22.4 min. Saule: Vydac Protelregtide (4 mm x 250 mm); Laufmittelgemisch:
Acetonitril/0.13 % PFPA; Gradient: Acetonitril 5%0 in 30 Minuten; Detektionswellenlange: 220 nm;
Fluss: 1ml/min.
Nachdem die Oligomersynthesen mit Allose-haltigenck&rdiaminosaurebausteinen in
Losung mit guten bis sehr guten Ausbeuten durcligefiierden konnten, sollte beim letzten
zu synthetisierenden Oligomer noch einmal die Get@tstruktur aus der Doktorarbeit von
F. Sicherl als Leitmotiv herangezogen werden. Digsede bei den vorherigen Versuchen
nur an der festen Phase synthetisiert. Dazu s@liecosebausteir6l dreimal an den
Allosebausteirv4 gekuppelt werden. Das so entstehende Tetramée salch Entfernung der
saurelabilen Schutzgruppen hydriert werden, um Alz@lgruppen in Aminogruppen zu
Uberfihren. Dieser Reaktionsweg stellte einen \@rsudar, GlucosebausteB? bei der
Synthese geradkettiger Oligomereinheiten durch deithter zu synthetisierenden

Glucosebausteiil zu ersetzen.

BocHN

o H HaN o H
N3 MOMO— NN py HO— o Y Nopp
MOMO/ﬁ\/ + Kupplungs-
BocHN o H MOMO COOH™  reagenzien 1.) Piperidin

N NHFmoc N 2.) TFA/H,0O HoN
MoMO— ~"ph 61 MOMO o HN OMOM 3) PdiC, H, HO o MY o
@) MOMO o —— HO o
N H Ha H

3 N N N
FmocHN OMOM 3x MOMO o) HO le)
74 MOMO (0] HO [©]

Abb. 8.31: Geplanter Syntheseweg zur Synthese tigsrers85.

Die erste Kupplung von Bausteii an74 war unter Verwendung von 1.5 &l nach einer
Reaktionszeit von 12 h beinahe vollstandig. Beialegiten und der dritten Kupplung konnte
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jedoch auch nach mehr als 24 Stunden unter angteish bleibenden Bedingungen noch
sehr viel Edukt bei der Reaktionskontrolle mittElSI-MS detektiert werden. Wie bereits in
Kapitel 8.2.1 erwahnt, stand Verbindud nur in verunreinigter Form zur Verfiigung. Die
Auswertung von ESI- und NMR-Spektren der Verbinduvigs daraufhin, dass neben der
doppelt MOM-geschitzten Verbindun§l zumindest ein Nebenprodukt mit nur einer
MOM-Schutzgruppe vorhanden war. Dieser Sachvenvalide wéahrend der Synthese des
Tetramers auch bei der Auswertung von ESI-SpeldeanZwischenstufen deutlich. Gezeigt
ist dies am Beispiel des ESI-Spektrums von Trild&r Das Spektrum zeigte neben dem

gewtunschten Produktpeak auch Peaks mit Massen vé# lvhd M-88.

Irrhr;‘ +M3S, 0.0-0.5min #{2-2
x104 &

BocHN . B M+Na
- N e
o MOMO—| ™ ph 1346.1

N HN OMOM

MOMO 0

MOMO o

N3 NH
31 MOMO Q

MOMO o]
NHFmoc
83
2_
M+Na*-44
1302.1
1 -
M+Na*-88
1141 12581
11448 11720 y

0 -

100 1150 1200 © 1280 1300 Tasse T Tme

Abb. 8.32: ESI-MS-Spektrum des Oligome&38 nach saulenchromatographischer Aufreinigung. Defuttu
erkennen sind die Massen zweier Nebenprodukte misgin von M-44 und M-88.

Dass die Kupplungen in diesem Fall nicht vollstgndiaren, kann zum einen durch eine
verminderte Reaktivitat der nur mit einer MOM-Sdgruppe geschutzten Verunreinigungen
in Glucosebausteir6l erklart werden, da die MOM-Schutzgruppen die Redét der
Zuckerdiaminosaurebausteine unter den Bedingungan Kdipplungsreaktionen erhéhen.
Zum anderen kdnnen hier auch sterische Effekte Rolle spielen, da die fur die Kupplung
essentielle freie Aminogruppe mit zunehmender Kéitgge der Oligomere durch
Ausbildung bevorzugter rdumlicher Anordnungen gegebfalls schlechter erreichbar ist.
Eine verminderte Effizienz der Kupplungsreaktioni zenehmender Kettenlange wurde

wahrend dieser Arbeit auch bei der Synthese andetesmere in Losung beobachtet.
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1.) 20 % Piperidin in DMF 1.) 20 % Piperidin in DMF

) ) HN
60 min, RT 60 min, RT 1.) 20 % Piperidin in DMF o N~
2.) 1.5 eq. Verbindung 61 2.) 1.5 eq. Verbindung 61 60 min, RT Ph
1.8 eq. HATU 1.8 eq. HATU 2)) TFA/H,0, 93:7, 20 h
BocHN 2.4 eq. HOAt 2.4 eq. HOAt 3.) HPLC
N~ 5.4 eq. DIPEA 5.4 eq. DIPEA 4.) H20, Pd/C, H2 HN OH
MOMO— Ph  DMF/NMP 1:1,12 h, RT DMF/NMP 1:1, 48 h, RT 60 min, RT
_— T» —_—
FmocHN OMOM 28 %
moc 2x (Uiber alle Stufen)

" w
Abb. 8.33: Synthese des vollstéandig entschitztéramersd5 aus74.

Nach Beendigung der Kupplungen wurde das vollstirgischitzte Tetrame84 (siehe
Abbildung 8.31) saulenchromatographisch gereinigt im Anschluss zunachst mit Piperidin
und anschlie@Bend zur Entfernung der s&aurelabilenhutdgruppen mit einer
TFA/H,O-Mischung (Mischverhdaltnis 93:7) behandelt. Decmaustreiben der TFA im
Stickstoffstrom verbliebene Rickstand wurde per @Pdufgereinigt, wobei Tetramer 85
Oligomer mit einer Gesamtausbeute von lediglicB % isoliert werden konnte (siehe
Abbildung 8.3).Die Ausbeute war in diesem Fall dlebitniedriger war als die Ausbeuten der
Ubrigen in Losung synthetisierten Oligomere. Diss hdchstwahrscheinlich auf den in
verunreinigter Form verwendeten Glucosezuckerdias@inrebausteirl zurtickzufiihren,
mit dem lediglich der erste Kupplungsschritt pragti vollstandig gelang.

Um die Azide im letzten Reaktionsschritt in Aminogpen zu uberfiihren, wurde das nach
der Behandlung mit TFA erhaltene Intermdiat mit%0Palladium auf Aktivkohle versetzt
und 60 Minuten unter einer Wasserstoffatmosphéréhge Die Hydrierung gelang mit einer
Ausbeute von 90 %. Es konnte somit gezeigt werdass bei der Synthese geradkettiger
Oligomereinheiten anstelle des Glucosebausté&fsauch der mit weniger Aufwand
synthetisierbare azidhaltige Glucosebaustdiverwendet werden kann. Die im Vergleich zu
den dbrigen Oligomersynthesen in Lésung maRigenbéuten sind in diesem Fall
hdchstwahrscheinlich nicht auf die Synthesestraiegondern auf die Verwendung von
unreinem Edukt zurtickzufihren.

Die gezeigte Strategie sollte ebenfalls auf dietlsgse geradkettiger Oligomereinheiten aus
Zuckerdiaminosauren anderer Kohlenhydrate tiberaraggin.
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9 Strukturaufklarung der Oligomere durch NMR-Spektros kopie

Die Zuordnung voriH- und**C-Signalen in den Zuckerdiaminosaureoligomeresdbtvierig,
da aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der sialiederholenden Zuckereinheiten die
Anregungsfrequenzen vieler Atome eine ahnliche odentische chemische Verschiebung
zeigen. Dies fuhrt zu Signalliiberlagerungen und miétu zu sehr komplexen Spektren.
Trotzdem ist eine Strukturaufklarung mithilfe  homo-und hetereonuklearer,
zweidimensionaler Techniken (HSQC, NOESY, ROESY,CBY und 'H,'H-COSY)
maglich.

Die in dieser Arbeit synthetisierten, HPLC-gereiaig Oligomere wurden zur
Charakterisierung per NMR in;D geldst. Auf eine exakte Einstellung des pH-Waenisde
verzichtet, da der pH-Wert bei allen Oligomerenmhbésen in DO auch ohne Verwendung
eines Puffers in einem sehr engen Bereich zwistt®nnd 1.7 lag. AlléH-Spektren wurden
auf das undeuterierte Losemittel Signal bei 4.7& peferenziert. Durch eine Aufnahme der
Spektren in HO wéaren zusétzliche Informationen Uber die leictgtauschbaren amididschen
NH-Protonen verfigbar gewesen. Da aber ohnehin kehlplexe Spektren zu erwarten
waren, wurde zur Verinfachung der Interpretation $igektren bewusst auf eine Aufnahme in
H.O verzichtet. Die Zuordnung aller Signale soll rfatend exemplarisch am Beispiel des

Trimers79 gezeigt werden.

H,N o H
HO- o Y N~"pn
HoN= 5 HN OH
HO- &
HaN7 5 HN OH
HO &
H,N OH
79
I I I I I
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0
ppm (t1)

Abb. 9.1:'H-Spektrum des Trimerg9. pH-Wert 1.3; 600 MHz in BD.
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'H- und**C-Spektrum von Oligomer9 zeigen jeweils nur einen Signalsatz. Wahrend jedoch
die Signale deg®C-Spektrums gut aufgeldst sind, liegen im Fall desSpektrums wie
erwartet Uberlagerte Signalsatze vor, die sich tnmhne die Hilfe zweidimensionaler
Techniken vollstandig auswerten lassen. Gut zursedied die aromatischen Signale der
NHCH,CH,Ph-Gruppe in einem Bereich von 7.29 — 7.40 ppm. Dieigén Signale sind
mithilfe des eindimensionalen Spektrums nicht eutidezuzuordnen.

Das in Abbildung 9.2 gezeigtéC-Spektrum zeigt Pentafluoropropionsauresignaledats
Oligomer durch die HPLC-Aufreinigung als Pentafljamopionat vorlag. Das Carbonylsignal
der Pentafluorpropionsaure bei 163.40 ppm wurdenéésene Referenz zur Referenzierung
der **C-Spektren herangezogen, da durch die Verwendungeioem DO kein geeignetes
Losemittelsignal zur Referenzierung zur Verfugutand. Neben dem Carbonylsignal waren
weitere Multipletts der Pentafluoropropionséure Bereich zwischen 100 und 120 ppm zu
erkennen. Die Multipletts entstehen im Fall der tRmoropropionsaure durch Kopplungen

der Fluoratome mit den Kohlenstoffatomen.

[ o o O © 0 © — ™~ NOLW M NN 400 QM- O <
N~~~ o™ N N N |m M M N O NN S NN d A= O <
- - S - o 0 o N © OO IO LWL & I MO M
H.N- o H
HO— o Y N~"pn
HaNT - 5 HN OH
HO o)
HaN= 5 HN OH
HO— &
HoN OH I
79
iy [
| | |
I [ I
\ \ \
150 100 50
ppm (f1)

Abb. 9.2:°C-Spektrum des Trimef&9. pH-Wert 1.3; 150 MHz in BD.

Sehr gut sind im*C-Spektrum die drei Carbonylsignale der Amidbindemgm Bereich
zwischen 171 und 172 ppm, sowie die vier erwartétemmatensignale bei 126.6, 128.6,
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129.1 und 139.0 ppm zu erkennen. Eine eindeutigedfuung der Signale der Zuckerringe ist
hier ohne die Zuhilfenahme zweidimensionaler Aumatechniken jedoch nicht maéglich.
Die exakte Zuordnung der Signale von Trimi& mithilfe zweidimensionaler Spektren
(COSY, TOCSY und HSQC) wird nachfolgend beschrieben

HN o CH,CHHPh ||
HO o " Pl &l -
A L.
Hal 0. HN OH I i ] ot —3.0C
0. Wi 1 2
| | WL
B [ L ' ol m!‘ -
HHgg 0. HN OH i .} W l-l'l b
0. I
Wk W i
C ..'. '|I | ]
Holl OH CHHCH,Ph Wl Il i
| 3.5
il
. f
| | i r
—4.0C
[
| W IR I [ L
| I ATy L
¥ N
|
| il L
. N L 4.5C
|
| (]
[}
| ppm (f1)
| T T T T | T T T T | T T T T |
4 50 400 3.50 3.0C

Abb. 9.3:'H,'H-COSY Spektrum des Trimer®. pH-Wert 1.3; 150 MHz in BD.

'H,'H-COSY-Spektren zeigen - wie in Abbildung 9.3 zhese- auf ihrer Hauptdiagonale die
Signale von Wasserstoffatomen wie sie auch im eirdsionalentH-Spektrum abgebildet
werden. Zusatzlich sind Kreuzrelationen zwischerAtBimen im Abstand bis zu drei
Bindungen sichtbar. Anhand der Kreuzsignale lassem daher Wasserstoffatome zuordnen,
die an ein benachbartes Kohlenstoffatom gebundew. sDurch die Aufnahme von
COSY-Spektren lassen sich bei den Zuckerdiaminestigpmeren theoretisch Satze von
Wasserstoffatomen zuordnen, die sich am gleichecketung befinden. Allerdings kann
durch das COSY-Spektrum keine Aussage daruber figrtroverden, an welcher der
Zuckereinheiten die betreffenden Wasserstoffatmkalisiert sind. Dazu wéare beispielsweise
die Messung eines HMBC-Spektrums in Wasser notvgemaiwelchem Kopplungen tber die
amidischen NH-Gruppen hinweg zum jeweils benackbaZuckerring héatten beobachtet
werden kénnen. Das in Abbildung 9.3 abgebildete €@pektrum zeigt gut erkennbar das
CH,CH, Spinsystem der Ankergruppe an Ring A. Jedoch wemeRall von Verbindung’9
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allein mit Hilfe des COSY-Spektrums nur sehr weregeleutige Zuordnungen von Protonen
maoglich, da sich zu viele Signale in sehr engereBeen Uberlagerten.

Aus diesem Grund wurde zusatzlich ein TOCSY-Spektraufgenommen, um mehr

Informationen Uber die Spinsysteme innerhalb desndns zu erhalten. Durch das
TOCSY-Experiment werden wie bei einem COSY-Expenmé&pektren erzeugt, die

symmetrisch bezuglich ihrer Hauptdiagonalen sinas DOCSY-Experiment ist vor allem bei
der Strukturaufklarung hochmolekularer Substanzé@nrdmmlich begrenzten Spinsystemen,
wie etwa Polysacchariden oder Peptiden nuitzlich,edazusatzlich zu den im COSY
detektierten Signalen auch Korrelationen zwischeare ,Startkern® und séamtlichen indirekt

Uber mehrere Kopplungen mit ihnm verbundenen Keffgmnsystem) zeigt. Auf diese Weise
kann eine eindeutige Aussage getroffen werden, hgeRrotonen am gleichen Zuckerring
lokalisiert sind.

Die Zuordnung eines kompletten Spinsystems wircaadides in Abbildung 9.4 dargestellten
TOCSY-Spektrums gezeigt. Als Startkern fir die Bettung wurde ein Proton mit einer
Verschiebung von 3.89 ppm herangezogen, das$li®pektrum ein gut separiertes Triplett

zeigte und sich daher gut als Ausgangspunkt eignete

L K} _

BT L
[ | | 3.12 (I} H

bl ’“ i
0y |l 3.3 " 1 I i

" .

4.62 4.53 4.19 412 3.89 3.36 3.12 B

_ H) |
I | 412 -

|i ‘ i|' I ‘t' b a1s |I "I I -
v l _

' m I'” ' Wi 453 A

4.62

4 5C 400 3.5( 300
ppm (T2

Abb. 9.4: TOCSY-Spektrum des Trimét8 pH-Wert 1.3 in RO.
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Mithilfe des TOCSY Spektrums konnten wie erwarteti @usammengehodrige Spinsysteme
fur die Furanoseringe identifiziert werden. Dureé bhformation welche Signale zu Protonen
am gleichen Allosering gehoéren, konnten nun im Ce&gpéktrum die Protonen ihren

Positionen zugeordnet werden. Dies wird nachfolganddem bereits in Abbildung 9.3

gezeigten COSY-Spektrum verdeutlicht. Zur besséheersicht wurden auch hier lediglich

die Signale eines Rings in der Abbildung zugeordAlst Startpunkt fur die Zuordnung diente
das Proton H-1, das leicht zu identifizieren is§ ds als einziges Proton nur einen
Kopplungspartner hat und somit auch nur ein Kreyedizeigt. Ausgehend von H-1 konnten
die chemischen Verschiebungen der Protonen H-2,udeBH-4 leicht Uber die zugehdrigen
Kreuzrelationen identifiziert werden. Die chemisdalerschiebungen von H-5, H-6 und H-6"

konnten hingegen nur mithilfe der zusatzlichen dmfationen des TOCSY-Spektrums
eindeutig bestimmt werden, da aufgrund von Uberlaugen verschiedener Signale das
H-4/H-5 Kreuzsignal im COSY-Spektrum nicht eindgwrkennbar ist.

Im Fall der Protonen H-4 und H-5 wurden lediglich Hreuzsignale H-3/H-4, bzw. H-5/H-6

und H-5/H-6" in Abbildung 9.5 markiert, da die Sadg auf der Hauptdiagonalen nicht klar

separiert vorliegen.

HaM 0. H
W o Y e H-6" wl
A -
Hal 1 o M Om : \ Yok T L300
0. ki i Al i
B " ' N L " ik lnl!” -
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IR L iHwn
c ..‘u 'II I 1]
HyN OH Ll | i
t \ L 3.5C
LA L] H-6
H-3
I I . _ 4.0C
. o .
| [ IR | | [ L
| P AT '
i 'l
H-1 ' H-3/H-4 H-5/H-6 H-5/H-6"
| !
N [ ' - 4.5C
|
| (1} \
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H-2 H-1/H-2 H-2/H-3 I
ppm (f1]
| T 1 1 T | T 1 T 1 | T T T 1 I
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Abb. 9.5:*H,'H-COSY Spektrum des Trime?® mit vollstandiger Zuordnung der Protonen eines fosarings.
pH-Wert 1.3 in RO.
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Auf gleiche Weise liel3en sich auch die Signaletdeigen Ringe des Trimers zuordnen. Eine
eindeutige Aussage zu welchem der drei Ringe djedlséatze gehéren, war aber wie bereits
erlautert nicht maglich.

Um nachfolgend die Signale aus defC-Spektrum zuordnen zu kénnen, wurde ein
HSQC-Experiment durchgefuhrt. In HSQC-Spektren siKdeuzrelationen zwischen
Kohlenstoffen und den direkt an sie gebundenen @/sissfen tJ-Kopplungen) sichtbar.
Abb. 9.6 zeigt, dass die Signale des Trin#s$m HSQC-Spektrum sehr gut separiert waren
und mit Hilfe der Daten aus dem COSY- und dem TO&GP€ktrum zugeordnet werden
konnten. Das HSQC-Spektrum zeigt zudem, dass dmelistoffatome an gleichen relativen
Positionen sehr ahnliche chemische Verschiebungdwegen. Auf die Abbildung der

phenylischen Signale wurde in Abbildung 9.6 zurseesn Ubersichtlichkeit verzichtet.

H N a H -
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HM OH - . H3/C3 -
H3"1C3"” " i
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H5'IC5" H5"IC5 " L
S i e .
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- 1 W «—H2IC2” I
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Abb. 9.6: HSQC Spektrum des Trimé&& pH-Wert 1.3 in RO

Es lassen sich also wie am Beispiel des Tririérgezeigt, durch eine Kombination mehrerer

zweidimensionaler

zuordnen.

NMR-Techniken alle Signale der ckfaruntereinheiten eindeutig

Welches Set von Protonen an welchem ZuckerringliBk# ist, l&sst sich mit den in,D

gemessenen Spektren nicht zuordnen. Dazu musstekir&p in Wasser aufgen
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werden, um zusatzliche Informationen Uber die ki@dustauschbaren amididschen
NH-Protonen und deren Kopplungen zu benachbartenekezu erhalten.

Dennoch lassen sich aus den NMR-Daten durch Verfgleler chemischen Verschiebungen
von zusammengehdrenden Protonen eines Rings undagi@malenten Protonen in den
benachbarten Ringen plausible Annahmen daribdenrefvelche Protonensets an welchem
der Ringe A, B und C liegen. Ein Vergleich der SQignder Kerne H-3, H-3" und H-3"" zum
Beispiel legt nahe, dass Kern H-3 an Ring C loiatisist: H-3 ist benachbart zu einer
Aminogruppe, wahrend H-3’und H-3" in Nachbarsclraft Gruppen mit Amidbindungen
liegen. Aufgrund dieser unterschiedlichen chemischend somit auch magnetischen
Umgebung ist eine Hochfeldverschiebung des Sigwais H-3 im Vergleich zu H-3"und
H-3"" zu erwarten. Die Daten der Verschiebung degoRs H-1"" lassen hingegen darauf
schlieBen, dass dieses Proton an Ring A lokaligerda durch den Phenylethylaminlinker
ebenfalls wie im zuvor genannten Fall eine Hochfetdchiebung im Vergleich zu H-1 und
H-1" zu erwarten ist. Diese und weitere Beobachdnnder chemischen Verschiebungen der
Protonen in einem Ring und den &quivalenten Protoime den benachbarten Ringen
indizieren, dass die Protonen mit KenzeichniinZweistrich) an Ring A. die Protonen mit
Kennzeichnung (Strich) an Ring B und die Protonen ohne Kennzeidgnan Ring C

lokalisiert sind.
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10 RNA-Bindungsstudien

Trypanosomen sind eine Gattung von einzelligenadgdtyyenden Parasiten, die ihren Namen
ihrer Bohrer-artigen Form verdanken. Sie werdenastrdurch Insekten tUbertragen und sind
in den unterschiedlichsten Wirbeltieren anzutreffebnterarten der Familie der
Trypanosomen, welche fur den Ausbruch der afrildi@a Schlafkrankheit (afrikanische
Trypanosomiasis) verantwortlich sind, werden in d&attung derTrypanosoma brucei
zusammengefasst. Fir das Uberleben vimypanosoma bruceiist eine spezifische
RNA-Prozessierung essentiell, die auch als RNAi&dihg bezeichnet wird. Ein viel
versprechender Ansatz bei der Suche nach neuersiiidn gegen die Schlafkrankheit ist
die Entwicklung von RNA-Liganden, die in diese RNEAlitierungsreaktion eingreifen und
sie nach Mdglichkeit spezifisch blockieren oder ifin@ren kbnnen.

Die RNA-Editierung findet bei den Trypanosomen iendMitochondrien statt und ist ein
komplexer Vorgang bei dem mithilfe einer mRNA, @isegenannten guide RNA (gRNA)
und einer Vielzahl unterschiedlicher Proteine, WkMNotide in ansonsten unvollstandige
Primartranskripte eingebaut (Insertion) werden lk@inAuch die Umkehrung dieser Reaktion,
namlich der Abbau vorhandener U-Nukleotide (Delgtist moglich.

Der genaue Vorgang bei der RNA-Editierung der Tngsmmen ist bislang nicht in allen
Einzelheiten verstanden. Nach dem heutigen Stan8atschung gilt es jedoch als gesichert,
dass der Editierungsprozess durch die Bildung eaméiparallelen RNA-Duplexes zwischen
der préaeditierten mRNA und einer komplementéaren grkgeleitet wird.

Abbildung 10.1 zeigt an einem Beispiel die Deletiomd anschlieRende Ligation einer am
3’-Ende radioaktiv markierten préaeditierten mRNAe BRNA dient bei diesem Vorgang als
Matrize an der die préaeditierte mRNA mit einem ardeNukleotid ligiert wird. Fur eine
effektive Ligation der aus 22 und 15 Nukleotidesteaenden Einheiten, muss digElnheit
am 5’-Ende zuné&chst schrittweise abgebaut werden.

Das ebenfalls in Abbildung 10.1 abgebildete Polylaonidgel zeigt die Bildung des
Editierungsprodukts (37mer) als Hauptprodukt an.ndb@n werden unterschiedliche
Deletionsprodukte (22mer — 26mer) und ein geringeteil des Editierungsprodukts ohne
Deletion (41mer) detektiert.

Lasst man die Editierungsreaktion in Anwesenh@iegiRNA-Liganden ablaufen, der in der
Lage ist in den Editiervorgang einzugreifen, sodwit Abhangigkeit der Konzentration des
Liganden eine geringere Menge des Editierungspitsdi@ mer) gebildet. Durch Auftragung
der prozentualen Bildung des Editierungsprodukigegedie Konzentration des Liganden,

lassen sich 16§-Werte ermitteln. Alternativ kann auch die Konzatitbn der praeditierten,
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also nicht ligierten mRNA gegen die Konzentratias d.iganden aufgetragen werden. Dies
ist an einem Beispiel in Abbildung 10.2 gezeigts ARNA-Ligand wurde im gezeigten

Beispiel Neomycin verwendet.

5
g‘ eds
4 — % UUUUs
37 — %
prieditierte 22 nt 15 nt
mRNA *muuuu W
gRNA
| oee
*+
26 — % s UUUU
25 — o U U
24 — - *  UU
23 — Rk , 3
22 — PR |

Abb. 10.1: Rechts: Schema der EditierungsreaktioteruDeletion eines tetra U-Rests am 5°-Ende der
préeditierten, radioaktiv markierten (*) mRNA mitlfé des Editosoms. Links: Auftrennung der Produdtes
Editierungsreaktion in einem Polyacrylamidgel.
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Abbildung 10.2: Untersuchung der Hemmung der Editigsreaktion durch Neomycin. Es sind die prozdatua
Anteile an Editierungsprodukt, bzw. praeditierteRNA gegen die Neomycin-Konzentration aufgetragen.

Ein einfaches Vorexperiment zur Simulation der Wir§ eines potentiellen Wirkstoffs in
einem Deletionsassay ist die Untersuchung der Bigseigenschaften des Stoffes an eine
doppelstrangige RNA (dsRNA), bei der ein Loop auSr&cileinheiten eingebaut wurde
(siehe Abb. 10.3). Um ein Mal} fur die Bindung dab&anz an die RNA zu haben wird ein

sogenannter Fluoreszenzverdrangungsadtayréscencealisplacementassay durchgefiuhrt.
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Bei diesem FDA wird die Fahigkeit der Substanz tsueht den Farbstoff SYBR-Green I,
welcher unspezifisch an die dsRNA bindet, zu vergea.

U U
u u u Uu
5@@3]]3' L 5Djjﬁéiﬁl:mj3'
3 o 3 5

O O = SYBR-Green Il
Q Q = Inhibitor

Fluoreszenzintensitat

w® w w w W W e w

Konz. Inhibitor

Abb. 10.3: Schema der Fluoreszenzverdrangungsoeakibon SYBR-Green Il mit einem Inhibitor an einer
dsRNA mit eingebautemdLoop.

Mit steigender Konzentration des Wirkstoffs wirdr dEluoreszenzfarbstoff zunehmend
verdrangt, was zu einer Abnahme der messbarendspenz fuhrt. Durch die Messung dieser
Fluoreszenzabnahme lassen sichMVerte bestimmen, die mit dend&Nerten bekannter
Aminoglycosidantibiotika verglichen werden kdnnen.

10.1 Ergebnisse der RNA-Bindungsstudien

Der in Abbildung 10.3 skizzierte FDA wurde mit allesynthetisierten Oligomeren
durchgefuhrt. Die Auswertung der Assays erfolgtecduAuftragung der Konzentration der
Oligomere gegen die Fluoreszenzintensitat. Diesaist Beispiel des Oligomer81 in
Abbildung 10.4 gezeigt. Als Positivkontrolle wurleomycin verwendet.
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Abb. 10.4: Auswertung des Fluoreszenzverdrangusgygaamit Oligome81.
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Eine Ubersicht tiber die erhaltenen Ergebnisse imehevergleich mit dem im klinischen
Einsatz erprobten Aminoglycosid Neomycin zeigt Tebd0.1. Wéahrend bei den beiden
getesteten Trimere3 und 79 (siehe Abbildung 10.5) keinerlei messbare Aktivitéi den
untersuchten Konzentrationen beobachtet werdent&paeigten finf der sieben getesteten
Tetramere IgG-Werte, die innerhalb des untersuchten Konzentrahereichs lagen. Die
ICso-Werte der aktiven Tetramere lagen dabei in einemeigh zwischen 11 uM und 460 pM.

Tab.10.1: Vergleich der KgWerte der in dieser Arbeit synthetisierten Zucleminosaureoligomere.

Verbindun Molekulare Fluorescence RNA editing
9 Masse (PFPA-Salz) displacement IG, (UM)  Inhibition IC 5o (UM)

Neomycin 0.08 9.5
69 1589.91 > 1000 nicht bestimmt
70 1451.88 > 1000 nicht bestimmt.
72 1589.91 70 nicht bestimmt
73 1237.70 > 5000 nicht bestimmt
79 1341.85 > 1000 nicht bestimmt
80 1694.06 100 > 100
81 1694.06 11 nicht bestimmt
82 1556.03 460 nicht bestimmt
85 1694.06 30 nicht bestimmt
et s o NNy
Fal o on Fol o on
HoN O HN OH HoN 0. HN OH
"o o +4 C,Fs—COOH "7 o +4 C,F5~COOH
HoN OH 73 H,N OH 79
ICso (FDA): > 5000 pM IGo (FDA): > 1000 pM

Abb. 10.5: Trimer&3und79 und zugehdtrige 1&-Werte.

Oligomer81 (siehe Abbildung 10.4 und 10.7) ist mit einemgd@/ert von 11 uM der beste
Inhibitor unter den getesteten Verbindungen. Digldre nicht aktiven Tetrame® und 70
(siehe Abbildung 10.6) hatten J&Werte > 1000 uM. Aus der Tatsache, dass die Oleggem
alle mit sehr unterschiedlicher Affinitdt an die FDA zur Verfigung gestellte RNA binden,
lasst sich schlieRen, dass die Bindung der untetsndOligomere Uberwiegend spezifischer

Natur ist.
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*5 CoF5—COOH *4 CoF5—COOH
$XFDA): > 1000 uM JAFDA): > 5000 uM

Abb. 10.6: Tetramer89 und70 und zugehdrige I§g-Werte.

Auffallig ist, dass allein drei der funf aktiven i@dmere die gleiche Substruktur aus drei
aufeinander folgenden {31)-amidverknipften Alloseuntereinheiten enthalteDiese
Substruktur kénnte daher als neues Leitmotiv fi@ 8ynthese weiterer aktiver Oligomere
herangezogen werden.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dasslrdnere 73 und 79 aus drei
(3—1)-amidverknipften Alloseeinheiten weder mit, nochne Linker im untersuchten
Konzentrationsbereich gute Bindungseigenschaftegeme Offensichtlich bedarf es einer
weiteren Zuckereinheit, um eine gute Bindung aredieVerfligung gestellt RNA zu erzielen.
Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, éass gute Bindung einer bestimmten
raumlichen Anordnung bedarf, die erst durch das nlipken eines vierten
Zuckerdiaminosaurebausteins erreicht wird. Durchesei Anderung der raumlichen
Anordnung kénnen die Aminogruppen in der gewlnsthiéeise prasentiert werden und
fiuhren so zu einer besseren Bindung. Um diese Theasstitzen missten NMR oder
Kristallstrukturuntersuchungen der Oligomere duegtigrt werden, die Aufschluss tber die
raumliche Anordnung der Oligomere geben kénnen.

Durch den Austausch einer Aminogruppe gegen eird Anpllte die Bedeutung der freien
Aminogruppen fur die Bindung der Zuckerdiaminosaligomere an RNA untersucht
werden. Zu diesem Zweck bot es sich an die Gluoolses in TetrameB1 zu modifizieren,
da erst durch die Anknipfung der Glucoseeinheite egute Bindung des Oligomers
beobachtet wurde. Diese Verbesserung der Bindugssthaften wurde daher
wahrscheinlich wesentlich durch eine der beiden rAgiuppen der Glucoseeinheit
hervorgerufen.

Durch Austausch der Aminogruppe an C-6 gegen eid fsiehe Abbildung 10.7) stieg der
ICs-Wert um einen Faktor von etwa 40 von zuvor 11 jildi€s Amin) auf 460 uM (Azid).
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Dieser Wert zeigt erstmals, dass das die freiennagruppen und damit das Prinzip der
elektrostatischen Komplementaritat sehr wahrsciobinl  auch bei den

Zuckerdiaminosaureoligomeren von entscheidendeeltedg fur die Bindung an RNA ist.

HoN o. H HzN o. H
N _~ N _~
HO 0. Ph HO 0. Ph
HoN O HN OH HoN 0. HN OH
HO— o HO—
HN— 0 4N OH HNT o OIN OH
HO— o HO— o
*5C,F5s~COOH + 4C,F5~COOH
H,N Ny
HN OH HN OH
rooe o e .
NH, © 81 NH, ©
s 11 M 165 = 460 uM

Abb. 10.7: Vergleich der I§g-Werte bei Austausch einer Aminogruppe gegen eid.Az

Mithilfe der Daten aus den FDAs konnte nun ein Kdadflr die Durchfiihrung des in
Abbildung 10.1 gezeigten Deletionsassays bestimerden. Da zu erwarten ist, dass das
aktivste Oligomer im FDA bei beiden Tests die beddendungseigenschaften zeigt, bot es
sich an OligomeB1 mit dem niedrigsten l§-Wert aller getesteten Verbindungen fur die
Durchfiihrung des Deletionsassays zu wéhlen. Leidevendete unser Kooperationslabor bei
der AG Goaringer in Darmstadt nicht das aktivsteg@iner fir die Durchfihrung des
Deletionsassays, sondern das mit einerp-Wert von 100 uM um einen Faktor von 10
schlechter bindende Oligom80. Da der Deletionsassay in der Regel zu hohergpaWerten
fuhrt als der FDA (Erfahrung aus vorhergehendensTeswie persoénliche Mitteilung von M.
Brecht/AG Goringer) zeigte Oligomd0 im Deletionsassay wie nicht anders zu erwarten
einen 1Gy-Wert > 100 uM. Das aktivste Oligom@t hingegen wurde nach Durchfuhrung der
FDA-Messungen in Darmstadt ausgemustert und koante Zeitgrinden nicht abermals

synthetisiert werden.

Die Ergebnisse der RNA-Bindungsstudien sind viapeechend und aufschlussreich, da zum
einen die Bedeutung der Aminogruppen der Oligonféredie Bindung an RNA gezeigt
werden konnte und zum anderen mit der in den Olegem80, 81 und 82 enthaltenen
Substruktur dreier aufeinander folgender—@®) amidverkntpfter Alloseeinheiten eine
potentielle neue Leitstruktur fir die SyntheseaktiOligomer gefunden wurde.
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10.2 Vergleich der Ergebnisse der RNA-Bindungsstudien

Mit den neun synthetisierten Oligomeren aus diegdebeit wurden insgesamt 25
Zuckerdiaminosaureoligomere in der ArbeitsgruppettMann synthetisiert und bei der
Arbeitsgruppe Goringer in Darmstadt auf ihre Eigdgrdten als RNA-Liganden untersucht.
Alle nachfolgend erwahnten Oligomere die nicht hen@ den Kapiteln 8 oder 10.1 erwéhnt
wurden, wurden in den Doktorarbeiten von F. Sichad F. John synthetisiert.

Anhand der vorliegenden Daten der RNA-Bindungsstudassen sich zwei Leitmotive fir
die Synthese aktiver Oligomere erkennen. Zum eidén erstmals in dieser Arbeit
synthetisierte Substruktur aus drei—3)-amidverknipften Alloseeinheiten (nachfolgend
Alloseleitstruktur genannt) und zum anderen di¢neats in der Doktorarbeit von F. Sicherl
synthetisierte Substruktur mit drei—{2)-amidverknipften Glucoseeinheiten (nachfolgend
Glucoseleitstruktur genannt). Interessant ist dieg&xtberstellung der aus den beiden
Leitmotiven hervorgehenden Trimere und der um jsaaine identische Einheit verlangerten
Tetramere (siehe Abbildung 10.8). Wahrend die Atomere73 und 79 keine erkennbaren
Aktivitaten zeigten, wurde beim Glucosetrin@&mit 0.75 uM der niedrigste FDA gWert

aller getesteten Oligomeren gemessen.

HoN o) NH HoN o. H HoN ° “\/\
HO
HO O z HO o Nph o Ph
HNT - HN OH
HaN O HN OH HN=7 5 HN OH i
HO HO
o o
HaN= o HN OH
HO o
o o o o oM 5 C,Fs~COOH
HO HO N 5 CoFem
(o} +4 C,Fs—COOH O. +4 C,Fs—COOH :o g HN OH
H,N OH 73 H,N OH 79 HoN OH 80
ICso (FDA): > 5000 pM IGo (FDA): > 1000 uM IGo (FDA): 100 pM
HoN
NH; HO o ¢
o ) o HN HO NH,
HO X W
N 1O N/\)kNHBn HO 0
2 o NH H Ho o
%o HoN NH
HaN NH ©O HO O
HO 0 +4 C,Fs—COOH . HO o)
HO X N .
* 5C,F5—COOH
NH, © 86 ng oFs
NH, © 87
ICso (FDA): 0.75 uM IGo (FDA): > 1000 uM

Abb. 10.8: Vergleich der I&gWerte aus FDA-Messungen strukturédhnlicher Allpdezw. Glucosetri- und
tetramere

Sieht man sich die Ergebnisse der um jeweils @lratische Einheit verlangerten Tetramere

an, so verhalt es sich umgekehrt. Das Glucosetetr@rzeigt keine erkennbare Aktivitat im

untersuchten Bereich, wahrend das AllosetetraBfenit einem 1Go-Wert von 100 puM eine

deutliche Erhohung der Affinitat zur bereitgesteit RNA im Vergleich zum
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korrespondierenden Trim&®9 zeigt. Das Ergebnis im Fall des GlucosetetrarBérst unter
anderem deshalb Uberraschend, weil durch eine grdfahl an zur Verfigung gestellten
Aminogruppen potentiell eine gréRere Affinitat aa dereitgestellte RNA erwartet wurde.
Diese beiden gegensétzlichen Beobachtungen spreatdfén dass durch die Verlangerung
der Kette eine Anderung der raumlichen Struktur@légomere stattfindet, wodurch im einen
Fall eine gunstige und im anderen Fall eine ungg@sinordnung der freien Aminogruppen
und damit eine Erniedrigung, bzw. eine Erhéhung I@gsWerts bedingt wird. Anhand der
vorliegenden Daten kann fur diesen Fall gefolgestden, dass die Art der Strukturanderung

mal3geblich durch die Position und durch die Art\degen Bausteins beeinflusst wird.

Der Einfluss der Position ist durch einen Vergleign Tetramer8&7, 88 und89 zu erkennen,
die sich alle lediglich durch die Position des tear Bausteins an der Glucoseleitstruktur
unterscheiden. Wahrend bei Tetrand@rein 1GgWert von > 1000 pM gemessen wurde,
zeigen die Tetramer@3 und 89 mit ICsp-Werten um 1 pM eine um mindestens einen Faktor
von 1000 héhere Aktivitat (siehe in Abbildung 10.9)

NH, o
w ) HONC22
%S/L ° cFemeoen "

HzN NH
w HO Q
HO
NH . 5C,F~COOH MARNL
88 HO o

NH, 89

ICso (FDA): > 1000 uM IGo (FDA): 1.15 pM IGo (FDA): 0.82 uM

Abb. 10.9: Einfluss der Position des vierten Zudi@minosaurebausteins bei Anknlipfung an die
Glucoseleitstruktur.

Der Einfluss der Art des vierten Bausteins konniecd die Synthese der Oligomess und

90 gezeigt werden. Hierbei wurden einmal am Kopf aminal am Schwanz der Glucoseleit-
struktur ein Allose-, bzw. ein Ribosebaustein diestdes Glucosebausteins eingesetzt. In
beiden Fallen wurden mit 30 uM, bzw. 0.77 uM bededtniedrigere I6&-Werte erhalten, als

bei TetrameB7.

Ha NH . 5C,Fs~COOH HN NH  *5 CoFs—COOH 0. 5 CoFsmCOOH
Moo Mo
HO (¢]
o 87 NH, 85 H,N OH 90

ICso (FDA): > 1000 uM IGo (FDA): 30 uM IGo (FDA): 0.77 puM

Abb. 10.8: Einfluss der Art des vierten Zuckerdinasaurebausteins bei Ankniipfung an die Glucostrlditsir.
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Allgemein sind die 1G-Werte der aktiven Oligomere mit Alloseleitstruktnoher als die
ICso-Werte der aktiven Oligomere mit der Glucoselaitistur. Aufgrund der oben gezogenen
Schlussfolgerungen aus den Daten der RNA-Bindustgsteann dies durch die raumliche
Struktur und damit die Positionierung der freien iAogruppen in  den
Zuckerdiaminosaureoligomeren hervorgerufen werden.

Aus Zeitgrinden konnten leider keine ausfuhrlichernersuchungen zum raumlichen Aufbau
der Oligomere durchgefuhrt werden, aber geradegdieerell etwas héheren Werte fur die
Oligomere mit Alloseleitstruktur machen die beidegitmotive zu interessanten Modellen,
mit denen mit Hilfe von Roéntgenbeugung und NMR-gpedkopischen Methoden
Unterschiede und Gemeinsamkeiten im raumlichen Batersucht und gegebenenfalls
detaillierte Struktur-Wirkungsbeziehungen fur diacKerdiaminosaureoligomere abgeleitet

werden konnen.

Eine Gegenuiberstellung aller synthetisierten Oliganzeigen die Ubersichtstabellen auf den
nachsten Seiten. Oligomere aus dieser Arbeit siod dit einem * gekennzeichnet;
Oligomere aus den Doktorarbeiten von F. Sicherly.bE. John sind mit **, bzw. ***
gekennzeichnet.

Die Oligomere wurden in vier Gruppen unterteilte@rsten beiden Gruppen enthalten alle
Oligomere mit Allose-, bzw. Glucoseleitstruktur.nEVVergleich mit den Oligomeren der
anderen beiden Gruppen verdeutlicht die Bedeutuag kebiden Leitstrukturen fur die
Bindung an die RNA. Es konnte lediglich eine Vething mit einem FDA Ig-Wert < 100
UM synthetisiert werden, die nicht eine dieser beibdeitmotive enthielt.

Fur vier der 25 in der AG Wittmann synthetsiertemnl getesteten Oligomere sind Vergleiche
mit den Bindungsaffinitaten der anderen Oligomare bedingt méglich, da sie lediglich bei
Konzentrationen bis zu einem s@Nert von 5 uM getestet wurden. Acht der Ubrigen 21
Oligomere haben FDA l§-Werte zwischen 0.75 und 100 pM. Die restlicherQligomere
zeigen FDA IGy-Werte > 100 pM (fir 4 der gesteteten Verbindundjegt der FDA
ICsc-Wert sogar nachweislich oberhalb 1000 uM). Diesesgg Spanne zwischen den
gemessenen FDA KgWerten ist ein klares Indiz dafir, dass die Bingluder

Zuckerdiaminosaureoligomere spezifischer Natur ist.
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Oligomere mit mindestens dreiH8l)-amidverknupften Alloseinheiten
*(8)) * (82 * (80)

HO— o ~"ph HO— o ~"ph o Ph

HoN

H
HN= BN OH HN= - HN OH Ho—- O pN o
HO— o HO— o
HN= 5 HN OH
HN= BN OH HN= 5 HN OH HO— o
HO— o HO— o
HoN HN OH
HoN o

N3 HO

HN OH HN OH 0
H0&&/g “°§&/g qi—;
HO o +5 C,F5—COOH HO o +4 C,Fs—COOH

NH, NH, HoN OH +5 C,F5—COOH

ICso (FDA): 100 uM
ICso (Deletion): > 100 pM

ICso (FDA): 11 uM IG (FDA): 460 pM

Oligomere mit mindestens dreiH21)-amidverknuipften Glucoseeinheiten
* (85) % (FJ-255 ** (FTS-339

HoN NH

o  H 2
Mo oy e ez f.
HO NH, NH,

NH
HzN NH O ”ﬁ&&/g'*
HN
HaN NH
How +5 C,Fs~COOH
HO (o]
NH,
+5 C,Fs~COOH

H,N OH

ICs0 (FDA): 0.77 uM
ICsc (Deletion): 63 uM

ICs0 (FDA): 0.75 uM
ICsc (Deletion): 425 uM

ICso (FDA): 30 pM

*und ** (69, bzw.FTS-368 * (70)
HoN
w “éw
HO NH,
HoN NH
HO o
HN NH
&S/L Hom
HO: o
HoN NH N3

+5 C,F5—COOH

IC50(FDA): > 1000 uM

+4 C,F5—COOH

IGo (FDA): > 5000 uM
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* (79

HN o _{
Ho— o ~"“ph

HN= 5 BN OH
Ho— o

HoN 0. HN OH
HO— o

HN OH +4 C,Fs—COOH

** (FTS-373

HoN
e §
HO NH

+5 CoF5~COOH

ICsq (Deletion): 155 uM

* (73

HoN o

NH.
HO o 2

HN= 5 HN OH
HO—| o

HoN 0. HN OH
HO— o

+4 C,Fg—COOH
HN OH

IGo (FDA): > 5000 uM

** (FTS-379
e 4R H@
NH;
HO O,
HO o
HoN NH
HO O
HO

*5 C,F5—COOH

ICso (FDA): 1.15 uM
ICsc (Deletion): > 1700 uM

* wurde in dieser Doktorarbeit synthetisiert
= wurde in der Doktorarbeit von F. Sicherl syntisert?*
=+ wurde in der Doktorarbeit von F. John synthéis'*?



RNA-Bindungsstudien

Sonstige Allose- und Ribose-haltige Oligomere

*
(72
HoN
HO o ¢ HN
HO 2 NH
HoN - HN o HO— &
HO O
HO
HN
2 OHN o HN OH
+5 C,Fs—COOH HoS
NH, ©

ICso (FDA): 70 uM

*** (FC-25€)

o +5 C,Fs—COOH
H,N OH

ICso (FDA): > 100 puM
ICsq (Deletion): > 1700 uM

Sonstige Oligomere
** (FTS-334

NH Ho

HOM i
HaN— 107 NH

+4 C,F5—COOH

ICso (FDA): > 5 uM
ICsq (Deletion): > 530 uM

ICsq (Deletion): > 530 uM

*** (F1257)

NH,
(e}
How
HO NH,

NH
0 (@]

NHM
HN OH
mone L
HO O  +4 C,Fs—COOH

NH,

2
H,N

ICs0 (FDA): > 100 uM
ICs (Deletion): > 1700 uM

*¥* (F1254)

*5 C,Fs—COOH
H,N OH

ICso (FDA): > 100 pM
ICsq (Deletion): > 1700 uM

** (FTS-339

NH,

w N
o “—“NH HO: o 9
o o

HN |
Mo L Nz
NH
HoN K HF?O

0 o
HO O
oL~
HN H

-4 C,Fs—COOH

ICso (FDA): > 5 UM

NHBn

** (FTS-337)

+4 C,F5—COOH

ICso (FDA): > 5 uM
ICsq (Deletion): > 530 uM

*E* (F25()

NH,
HO o §
NH, o9  HO NH,
HO H

NH; 0] (6]
H,N OH

*4 C,F5—COOH

ICso (FDA): > 100 uM
ICsq (Deletion): > 1700 uM

+4 C,F5—COOH
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** (FTS-339

NH,
o Ho o ¢
~ A HO NH
NHBn NH °
HO 0,
HO NH
NH; o
HO 0,
Ho NH,
2

ICsp (FDA): > 100 uM
ICs (Deletion): > 1700 uM

ICso (FDA): > 5 uM
ICsq (Deletion): > 530 uM

*** (F1257)

NH, o
HO O
(e} H HO NH,
HoN N NH
0/ Moo= K,
HO 0
NHy o OH NH,
3
NH, O
+5 C,Fs—COOH

ICs0 (FDA): > 100 uM
ICs (Deletion): > 1700 uM

*** (E1.256)

o. NH;,
NH OH
H,N o
? o
HN  OH
HoN o
z o
+4 C,Fs—COOH
H,N OH

ICs0 (FDA): > 100 uM
ICs (Deletion): > 1700 uM

* wurde in dieser Doktorarbeit synthetisiert

** wurde in der Doktorarbeit von F. Sicherl syntisert'?!
= \wurde in der Doktorarbeit von F. John syntheatis'??

** (FTS-367)

NHz

Ho/é& ?
FO- NH

5 CoF5~COOH

** (FTS-372)

+5 C,F5—COOH

ICso (FDA): > 100 puM
ICsq (Deletion): > 1700 uM
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11 Zusammenfassung und Ausblick

Naturlich vorkommende Aminoglycoside sind Oligodsaid-artige Verbindungen die durch
spezifische Bindung an prokaryotische 16S rRNAaotisch wirken. Die Bindung fihrt zu
Fehlern bei der Proteinbiosynthese und damit zdduBg von Nonsense-Proteinen, was
letztlich zum Absterben der Mikroorganismen fihNeben der 16S rRNA kbénnen
Aminoglycoside auch an andere biologisch bedeut&dAs binden. Beispiele hierfir sind
verschiedene Ribozyme, sowie die Trans-AktivieradRggion viraler mRNAs.

Durch Rontgenstrukturanalyse, sowie durch NMR-gpskbpische Methoden, konnten in
den letzten Jahren Schlisselwechselwirkungen zessaen Aminoglycosiden und ihren
RNA-Targets identifiziert werden. Anhand dieser éfrktnisse wurden und werden weltweit
in zahlreichen Arbeitsgruppen Strategien zur Eritluiog von Aminoglycosidmimetika
erforscht. Wirkungsvolle Aminoglycosidmimetika kd@m zum einen helfen Resistenzen
gegen die alssecond lineAntibiotika eingesetzten Aminoglycoside zu lUbemn und
kénnen zum anderen als Werkzeuge benutzt werdenyVirkstoffe gegen RNA-Targets des
Postgenomzeitalters zu finden.

Im Fall der Aminoglycoside sind KohlenhydratbauséeiO-glycosidisch miteinander
verknlipft. Diese Art der Verknupfung ist bei einerain synthetischen Ansatz zur
Entwicklung neuer RNA-Liganden von Nachteil. Zwadistiert eine Reihe von etablierten
Methoden fiir die Synthese v@Glycosiden! jedoch gelingt deren Synthese nicht immer
mit den gewilnschten Ausbeuten und StereoselekénitdAus diesem Grund werden
modifizierte Aminoglycoside fast immer aus biosyttbich gewonnen Aminoglycosiden
dargestellt. Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatzur Entwicklung von
Aminoglycosidmimetika basierte auf der Synthese Madknupfung orthogonal geschutzter,
Zuckerdiaminosaurebausteine (SDAs), die mithilfeabkérter Methoden aus der
Peptidchemie zu Oligomeren verknupft werden koénneder Vorteil von
Zuckerdiaminosauren gegenuber herkdbmmlichen Zuokeasauren besteht darin, dass
erstens durch die zusatzliche Aminogruppe ein wegitpotentieller Bindungspartner fur die
Bindung an RNA zur Verfigung gestellt wird, was ener verbesserten Bindung fuhren
kann und dass zweitens neben linearen auch vernav@tigomere synthetisiert werden
konnen.

Die Verwendung von Zuckeraminosduren (SAAs) wurdereits fir eine Reihe
unterschiedlicher Anwendungen in der Literatur besben. Diese Anwendungen sollten
sich aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit aucti 8DAs ubertragen lassen. Unter anderem
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wurden Zuckeraminosauren fur die Synthese untexdtibher Oligosaccharidmimetika und
als Gerustsubstanzen zur definierten raumlichen righusing von Pharmakophoren

verwendet.’

11.1 Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der D-Alke

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die drei oSkbausteine30, 31 und 33 zur
Verwendung als Bausteine fir die Synthese von Zddeinosaureoligomeren dargestellt.
Es wurden drei unterschiedliche Synthesewege fi@ Darstellung beschritten. Das
Syntheseschema der letztlich erfolgreichen Strafegiowie Informationen zu den
Gesamtausbeuten sind in Abbildung 11.1 und Taldllé gezeigt. Als Ausgangsmaterial fur
die Synthese diente in allen Féllen 1,2:5,6eBisopropylidenglucoself, welche sich in

wenigen Schritten in ein 3-Azidoallosederivat Gkiaren liel3.

><27] on 3 Stuf no 5 Stuf P
uren uren
O 0 HO o BzO o
—_— OMe —_— OMe
O
0\1_
1

— —_—
Nz OH N; OBz
5 17

ul 4 Stufen
®
FmocHN H3N )
MOMO— _ COOMe 3 Stufen HO:IQ:OO
-
-
-

N3 OMOM N3 OH
3 Stufen
29 26
BocHN FmocHN l FmocHN
MOMO o. GOOH MOMO o. GOOH MOMO o. COOH
—_—
FmocHN OMOM N3z OMOM BocHN OMOM
33 30 31
Zielverbindung C Zielverbindung A Zielverbindung B

Abb. 11.1: Zusammenfassung des Synthesewegs detielrerbindungen mit Allofuranosekonfiguration

Tab. 11.1: Zusammenfassung der Ausbeuten bei daeth&e der drei Zielverbindung&0, 31 und 33. Die
Ausbeuten wurden ausgehend von VerbindBifgiehe Abbildung 11.2) angegeben. Ausgehend vahingung
3 wurde die erste nicht literaturbekannte Verbinddigser Arbeit synthetisiert.

Nummer der Anzahl Stufen ausgehend Gesamtausbeute O Ausbeute pro Stufe
Zielverbindung von Verbindungdl ausgehend vo8 ausgehend voa
30 16 11 % 85 %
31 17 6 % 83 %
33 18 8 % 85 %
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11.2 Synthese von Zuckertetrazolen und Untersuchungen ru
Mechanismus ihrer Bildung

Parallel zur Synthese der Zielverbindungen mit #ranosekofiguration wurden Versuche
zur Synthese von Zuckerdiaminoséurebausteinen mHAlldpbyranosekonfiguration
durchgefuhrt. Beim Versuch aus Ace®&& mit einer Standardmethode ein anomeres Cyanid
Zu synthetisieren trat eine unerwartete Nebenmalduf. Statt des gewiinschten anomeren
Cyanids bildete sich TetrazaV.

><o OAc
2%l2
AcO Q e,
(e} ) .
0 N, OAC NS
\% 35 N-N
3

Abb. 11.2: Synthese des ZuckertetraZAis

Nachfolgend wurde der Mechanismus der Reaktionili@ttion NMR und IR-Spektroskopie
untersucht. Als Zwischenprodukt der Reaktion kond#s exoCyanoethylidenderivaB6
isoliert werden, das sich nur unter Verwendung lewis-Saure ebenfalls in Tetraz8V
Uberfuhren lieR. Mithilfe der erhaltenen NMR- und-Daten liel3 sich der nachfolgend

gezeigte Mechanismus postulieren.

OAc

Lewis Saure, OAc OAc
AcO O OAc TMSCN AcO 0 AcO Q
_— —_—

o
N3 7;0 CH,Cl, N3O@(O N3O 0
CN
35 (63
N 36
OAc OAC
AcO Q AcO O
©y 00 0 0
@ N _N
NV NS
N7 N—N

37
Abb. 11.3: Postulierter Mechanismus fir die Bildwagp CyanoethylideB6 und TetrazoB7.
Da Benzoylschutzgruppen eine geringere Nachbapgngktivitat als Acetylschutzgruppen
zeigen, wurde versucht, die Bildung des Cyanoalbyé durch Einfihren einer
Benzoylschutzgruppe an C-2 zurlickzudrdngen und iso Billdung des gewitnschten
anomeren Cyanids zu ermoglichen. Trotz der geramgédachbargruppenaktivitat war die
Bildung eines Cyanoethylidens begunstigt gegenidieem Angriff des Cyanids am
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anomeren Zentrum. Die Reaktion fuhrte daher auchdiesem Fall zur Bildung eines
Tetrazols (siehe Abb. 11.4).

Nachfolgend wurde untersucht, ob auch die korredigpenden 3-Azidoallofuranosen als
Template fur die Tetrazolbildung dienen koénnen. Ifall der peracetylierten
3-Azidoallofuranoset5 konnte nach der Reaktion mit TrimethysilylcyaniaduLewissaure
das Tetrazol47 isoliert werden; gleichzeitig bildete sich das rmeoe Cyanid48. Als
Zwischenprodukte lie3en sich hierbei abermals Cgtimdidenverbindungen nachweisen.

Die Einfihrung einer Benzoylschutzgruppe an C-2rkenim Fall der Allofuranose die
Bildung des Tetrazols vollstandig unterdrickentief$ sich in diesem Fall ausschliel3lich das
anomere Cyani@ und kein Zuckertetrazol isolieren.

OBz

OBz TMSCN, SnCl,, 0
CH,Cl,, RT BzO
BZO/%‘,OA 4’
c O O
50 % N
OBz .
N3 N\ ZXPh

4 Swfen/ N

o AcO
AcO AcO
AcO
><o o 3 Stufen ACO o TMSCN, SnCl,. ACO CN
— > opc  _CHeCla RT
—>—> —_—

o

N3 0? N3 OAC W)K N3 OAc

45 N’N 47 48

3
52 % 27 %
3 Stufen

BzO BzO

TMSCN, SnCl,,
BzO o CH,Cl, RT ~ BZO

OAc ——2 >

65 %

N3 OBz N3 OBz
8

Abb. 11.4: Versuche zur Synthese von anomeren @ganind Zuckertetrazolen von 3-Azidoallosederivaten

Die Ergebnisse der Versuche sind konsistent; tGlgeBiidung von Cyanoethylidenderivaten
als Zwischenstufen fuhrt die Reaktion durch ein&amolekulare [2+3]-Cycloaddition
zwischen Cyanid- und Azidgruppe zur Bildung von bréckten, tetracyclischen
Zuckertetrazolen. Die Effizienz der intramolekular€ycloaddition hangt dabei von der
raumlichen Anordnung von Cyanid und Azid und davoit der Struktur des Zuckerrings ab.
Die Cycloaddition war am effektivsten mit der pestierten 3-Azidoallopyranosgs. Hier
ist die rdumliche Anordnung von Azid und Cyanid Wargleich zu den anderen getesteten
anomer acetylierten Verbindungen offensichtlichaidér die Bildung eines Tetrazols.

Es ist wahrscheinlich, dass pyranoide Zucker dieCag und C-3 Uber eine identische
Stereochemie wie Allose verfligen — beispielsweige @ulopyranose - ebenfalls als
Gerustsubstanzen fur die gleiche Reaktion dienaméad.
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11.3 Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der D-Muose

Zusatzlich zu den Synthesen mit D-Allose wurde wehn$ einen gangbaren Weg fur die
Synthese von Zuckerdiaminosaurebausteinen der Dab&nzu finden.

Als Ausgangsmaterial fur die Synthese diente daageg¢ylierte D-Gluca#t9 aus dem in nur
drei Stufen das anomere Cyamd dargestellt werden konnt4 wurde nachfolgend in das
Diazid 57 Uberfihrt (siehe Abbildung 11.5), welches im Arash durch basische Hydrolyse
zur anomeren Carbonsdure oxidiert und spater duseektive Reduktion der
Azidgruppen®1%>1*derart funktionalisiert werden sollte, dass dieigaine fiir Kupplungen

nach der Fmoc-Strategie verwendet werden kénnen.

OAc 2 Stufen HO— N 3 Stufen N3~ Nj
AcO’&& —— HO Q ——— MOMO Q
AcO — E—— HO - MOMO
CN CN
49 54 57

Abb. 11.5: Synthese des geschiitzten Diagitls

Statt der erwarteten Hydrolyse des Cyanids entstammhter basischen Bedingungen jedoch
die Eliminierungsprodukt®8, 59 und 60 (siehe Abbildung 11.6). Da die Eliminierung im
basischen Milieu durchgefihrt wurde und die Abgangigpe nicht antiperiplanar zum aciden

Proton steht, muss die Eliminierung nach einem Ele@hanismus verlaufen sein.

N3
Ba(OH)z, H,0, 3h, 100 T MOMO&&
MOMO—= =2~ 504

85 %

N3 N3 Base, H,0 N3 N3 NaOH, MeOH/THF 1:1 N3
MOMO Q ~—AJ—— Mmowmo ! 24h, RT MOMO&& NH
MOMO MOMO MOMO—\— D &
64 % \
COOH CN 59 OMe

Na,CO4 H,O/Aceton 1:1 N3
60 h, RT MOMO/ﬁ
MOMO =—CN

53 %

57

Abb. 11.6: Bildung von Eliminierungsprodukten betrguchen zur basischen Verseifung des Cyd&ids

Aus Zeitgrinden wurde die Synthese ab diesem $chmitht weitergefiihrt. Der
eingeschlagene Syntheseweg ist jedoch &auf3erstexsphechend, da die Erzeugung des
C-Glycosids und die Einfihrung der beiden Aminofuokélitaten in Form zweier
Azidgruppen in nur finf Reaktionsschritten ausgeheron gunstigem, kommerziell
erhaltlichem TriO-acetyl-D-glucal49 gelang und die Synthese mit einer sehr einfachen

Schutzgruppenstrategie durchgeftihrt werden konnte.
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Ziel der Weiterfuhrung dieser Synthesestrategie smdge Vermeidung der gezeigten
Eliminierungsreaktion sein.

Eine mogliche Alternative, um die gewlnschten gasatbn Zuckerdiaminosaurebausteine zu
synthetisieren, zeigt Abbildung 11.7. Durch saurgdidlyse von Verbindungh6 und
anschlielende Reduktion der Azidgruppen kann dmiikerung verhindert und der bis zu
diesem Punkt eingeschlagene Syntheseweg weitelyerfiwwerden. Werden beide
Azidgruppen gleichzeitig reduziert, konnte eineekBVe Einfihrung von Fmoc- oder Boc-
Schutzgruppen durch Verwendung von KupferacetaCakatkomplexbildnét’ oder durch
Verwendung von NBD-Estet? gelingen. In beiden Féllen sollte bevorzugt die
Aminogruppe an C-6 geschutzt werden.

N3 N3 1) Saure Hydrolyse HoN NH, SG;HN NH,
HO fe} 2) Reduktion HO e} HO Q
HO HO HO
CN COOH COOH

56

Abb. 11.7: Alternative Synthesestrategie von Zudkaminosauren der D-Mannose durch saure Hydrolyse u

anschlieBende Reduktion von Verbinddaty

Eine weitere Mdglichkeit die gewinschten Verbindemgzu erhalten, besteht in einer
grundlegenden Anderung der Synthesestrategie. 8otéw wie in Abbildung 11.8 gezeigt

zunachst die beiden Aminofunktionalitaten in ForonVvAziden eingefuihrt werden. Diese

lieBen sich anschliel3end selektiv reduzieren urtdgerigneten Schutzgruppen blockieren.
Im Gegensatz zur bislang verfolgten Strategie widgiake C-Glycosid bei dieser Strategie erst

nach der Einfihrung der Aminogruppen erzeugt werden

OAc ACO— N, Na— Ns
AcO &3 S — AcO O —— HO Q
AcO — AcO - = HO

49 OMe OMe

|

SGiHN—, NHSG, SGiHN—, NHSG,
MOMO Q e — HO! Q
MOMO -~ HO

COOH OMe

Abb. 11.8: Alternative Strategie zur Synthese ¥ankerdiaminosauren der D-Mannose.
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11.4 Zuckerdiaminosaureoligomere

Es wurden in dieser Arbeit insgesamt neun Zuckeriasédureoligomere dargestellt und
durch die Arbeitsgruppe Goaringer in Darmstadt dug iEigenschaften als RNA-Liganden
untersucht. Dabei wurden Oligomere sowohl an detefe Phase als auch in Ldsung
erfolgreich synthetisiert. Fiur die Synthesen wurdbe in dieser Arbeit synthetisierten
Zuckerdiaminosaurebausteine der D-Allofuranose,isafuckerdiaminosaurebausteine der

D-Glucopyranose aus der Doktorarbeit von F. Si¢Harerwendet.

11.4.1 Oligomersynthesen an der festen Phase

Fur die Festphasensynthesen wurde ein Rink-Amigg®oblharz als polymerer Trager
verwendet. Alle Festphasensynthesen wurden mit #dempplungssystem HATU, HOA,
DIPEA in den Losemitteln DMF, bzw. NMP durchgefihrt

Abbildung 11.9 zeigt die in dieser Arbeit an destén Phase synthetisierten Oligomere.

H,N
(e} HzN o
HO O NH
w waz H . AN
&ﬁ* o o

v HO HoN HeN OsNH HoN HN OH
o 2N HN HO 2 o]
0 9 o HO— o

H N HO
HN HoN HN OH
C,F5~COOH N3 *5 CFs~COOH HO/&&@LOH HO c?
*5 CoFs /&&/L\ « 5 CoF5~COOH HO o « 5 C,F5-COOH

NH,

69 NH, 72 H,N OH 73
9% 15 % 8% 2%
(7 Stufen) (7 Stufen) (7 Stufen) (5 Stufen)

Abb. 11.9: An der festen Phase synthetisierte Zwdiaminosaureoligomere.

Mit den Glucopyranosebausteinen gelangen unter ®awng von je zwei Aquivalenten der
Zuckerdiaminosaurebausteine sowohl die Anknipfungdeée feste Phase als auch die
nachfolgenden Kupplungsreaktionen vollstandig undt guten Ausbeuten. Um eine
vollstandige Kupplung der D-Allofuranosebausteimedean beladenen polymeren Trager zu
erreichen, mussten dagegen wesentlich groRere thimse (4 eq.) eingesetzt werden. Fir
kinftige Oligomersynthesen sollte daher mit unteietlichen polymeren Tragermaterialien
experimentiert werden (z. B. Sieber-Amid-Polysthiesk oderControlled Pore Jasg, um
die Effizienz der Kupplung mit den aufwendig syrisierten Zuckerdiaminosaurebausteinen
weiter steigern und optimieren zu kbnnen.

Die vergleichsweise schlechte Ausbeute des Oligem@iist auf das Auftreten zahlreicher
Nebenprodukte bei der finalen Abspaltung vom Harruekzufihren. Wie spatere
Untersuchungen der Abspaltreaktion in Losung zeigtessen sich die Nebenprodukte durch
Verlangerung der Reaktionsdauer (> 20 h) zuriclgeiinund so die Ausbeuten deutlich

verbessern.
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11.4.2 Oligomersynthesen in Lésung

Die Oligomersynthesen in Losung wurden ebenso wesgnthesen an der festen Phase mit
dem Kupplungssystem HATU, HOAt, DIPEA durchgefihrt.

Abbildung 11.10 zeigt die in dieser Arbeit in Logusynthetisierten Oligomere, sowie deren

Gesamtausbeuten ausgehend von Zuckerdiaminosasteind3.

HoN H
HoN ° 2 o _H

H
HO
HN oK HO— o Y N~pp o. HoN o N
HOT o ~"ph HN7 5 HN OH HOT o ~"ph
HO HoN
° HaN 0. HN OH 2 Oy KN OH
HoN HOT o HoN
rjo o N OH . Hé o HN OH
o YT o on - % °
O HN= ) HN OH NG LE H2N NH
HoN HN OH HO— o o. HO Q
rod © HO o

o HN7 - o _HN OH . - *4 C,Fs~COOH HaN NH o, -
«4C,Fs-COOH  HO— « 5C,F5-COOH HoN hnd 5C,F5~COOH . gww 2Fs o m 5 C,F5s~COOH
HoN OH 80 Hg&&/go 81 HO ~—o 82 i o 85
79 H,N OH NH; 4 % 2 18 % 3 %
2 0 o (9 Stufen) (9 Stufen) (9 Stufen)
(7 Stufen) (9 Stufen)

Abb. 11.10: In Lésung synthetisierte Zuckerdiamiagoligomere.

Die Kupplungen gelangen mit der gewahlten Synthestegie sowohl mit den Glucose- als
auch mit den Allosebausteinen unter Verwendung Vo2 - 1.5 Aquivalenten der
Zuckerdiaminosauren - mit Ausnahme der SyntheseQligpmers85 - vollstandig und mit
sehr guten Ausbeuten. Bei der Synthese des Oligo@temusste auf einen verunreinigten
Glucosezuckerdiaminosaurebaustein aus der Dokwitavbn F. Sicherl fir die Synthese
zuruckgegriffen werden, was zu einer deutlich ggaren Ausbeute fuhrte.

Die Anknupfung des vierten Bausteins war bei dertgse der Tetramere erschwert (langere
Reaktionszeiten auch bei Verwendung von 1.5 Aqoitele Zuckerdiaminosaure), was als
Hinweis auf die Ausbildung bevorzugter raumlichdrusturen bei Zuckerdiaminoséaure-
oligomeren hinweist, durch welche die fur die Kupm notwendige freie Aminogruppe
schlechter erreichbar wird.

Bei der finalen sauren Entschiitzung eines Allofasaoligomers an der festen Phase wurde
die Bildung zahlreicher Nebenprodukte festgestellEine Untersuchung dieser
Entschitzungsreaktion in Losung wies auf die Biffluwon Carbaminsauren als
Zwischenprodukte bei der Abspaltreaktion hin, watiiungewdhnlich lange Entschitzungs-
zeiten fir Allose-haltige Oligomere resultiertens konnte gezeigt werden, dass die
Nebenprodukte durch Verlangerung der Reaktionsasienfalls in die gewlnschten
Oligomere uberfuhrt werden und dadurch bei ausesidhlanger Reaktionszeit fur die

Gesamtausbeute unproblematisch sind.
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11.4.4 Nachweis der Bedeutung freier Aminogrupperif die Bindung an RNA

Um die Bedeutung der Aminogruppen fir die Bindumg VZuckerdiaminosaureoligomeren
an RNA nachzuweisen wurde die Glucoseeinheit vommamesr81 - durch Austausch der
Aminogruppe an C-6 gegen ein Azid — modifiziertef@ Abbildung 11.11). Durch den
Austausch der Aminogruppe stieg degd@ert wie erwartet um einen Faktor von etwa 40
von zuvor 11 uM auf 460 uM. Diese Werte zeigenneatt, dass die freien Aminogruppen -
und damit vermutlich auch das Prinzip der elekatisthen Komplementaritdt - auch bei

Zuckerdiaminosaureoligomeren von entscheidendeeledg fur die Bindung an RNA sind.

HoN o, H HoN o H
HO— o Y N"pn HO— o Y Npn
HN7T - HN OH HN7 5 HN oM
HO— o HO— o
HaN— 0 HN OH HN= - HN OH
HO— o HO— o
*5C,F5~COOH + 4C,F5~COOH
HoN N,
HN OH g
RN o L "
HO
NH, © 81 N o
G 11 pM 16 = 460 pM

Abb. 11.11: Bedeutung freier Aminogruppen fur diad®ing an RNA.

11.4.3 Leitstrukturen und Bindungsaffinitdten der g/nthetisierten Oligomere

Funf der insgesamt neun in dieser Arbeit synthetesn Oligomere zeigten bei
RNA-Bindungsassays eine Aktivitat im untersuchteankentrationsbereich. Wéhrend bei
den beiden getesteten Trimeren keinerlei messbianeit&t beobachtet werden konnte, liel3en
sich bei funf der sieben getesteten Tetramegg-\Certe in einem Bereich zwischen 11 uM
und 460 M messen. Dabei zeigte Oligor@&mit einem IG-Wert von 11 uM die besten
RNA-Bindungseigenschaften. Eine Gegeniberstellutigr 25 in der Arbeitsgruppe
Wittmann synthetisierten Oligomere und ihrer Ergebm bei RNA-Bindungsassays geben
die Ubersichtstabellen am Ende von Kapitel 10.2.

Aus den Daten der RNA-Bindungsassays konnte getolggrden, dass die Bindungsaffinitat
der Tetramere maligeblich durch Position und Art deletzt angeknupften Bausteins
beeinflusst wird. Zudem weisen sowohl die Beobauoijgm wéhrend der Synthese der
Oligomere in Losung als auch die Daten der bioldgs Untersuchungen daraufhin, dass
Zuckerdiaminosaureoligomere bevorzugte raumlicinekBiren ausbilden.

Anhand der vorliegenden Daten der RNA-Bindungsstudiel3 sich eine neue potentielle
Leitstruktur aus drei (31)-amidverkntpften Alloseinheiten fir die Syntheaktiver

Oligomere identifizieren, welche allein in drei dénf aktiven Tetramere aus dieser Arbeit
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enthalten war. Damit stehen nun zwei Leitstrukturdiar die Synthese von
Zuckerdiaminosaureoligomeren als RNA-Liganden zerfigung (siehe Abbildung 11.12).

—N
; o H |
HO N |
O NH
§ H L. HO (o) o
& N7 5 HN OH un o Nfgf
HO o ‘ NH H
i HOONCR
H HN
—4N NH O
oo 0. HN OH HO o
o HO

Hl‘\l OH o

Abb. 11.12: Allose- und Glucoseleitstruktur fir @gnthese aktiver Zuckerdiaminosaureoligomere.

Unter allen bislang synthetisierten Oligomeren wveuleldiglich eine Verbindung mit einem
FDA ICso-Wert < 100 uM synthetisiert, welche nicht einessér beiden Leitmotive enthielt.
Fur vier der 25 in der AG Wittmann synthetsiertemwl getesteten Oligomere sind Vergleiche
mit den Bindungsaffinitaten der anderen Oligomarebedingt moglich, da sie lediglich bei
Konzentrationen bis zu einemsWert von 5 uM getestet wurden.

Acht der Ubrigen 21 Oligomere haben FDAsJ®Verte zwischen 0.75 und 100 uM. Die
restlichen 13 Oligomere zeigen FDA siNerte > 100 uM (fur 4 der gesteteten
Verbindungen liegt der FDA Kg-Wert sogar nachweislich oberhalb 1000 pM).

Diese grosse Spanne zwischen den gemessenen FMHEten ist ein klares Indiz dafr,

dass die Bindung der Zuckerdiaminoséureoligomeegipcher Natur ist.
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12 Experimenteller Teill

12.1 Allgemeines

Die verwendeten Losungsmittel wurden nach litetslkannten Methoden gereinigt, bzw.
absolutiert:®®!%® Lgsungsmittel fir die Flash-Chromatographie wurdeor Gebrauch

destilliert. Es wurde Petrolether mit einem Siedeiod bis 80 °C benutzt.

Die praparativen saulenchromatographischen Treretungurden, wenn nicht anders
angegeben, bei einem Uberdruck von 0.3 bar mithFasselgel 60 (200-400 mesh)
durchgeflhrt.

Die analytische Dinnschichtchromatographie wurdé ,&luminiumfolien Kieselgel 60,
F2s4' der Firma Merck durchgefiihrt. Die Detektion egt@d durch UV-Absorption oder durch
Eintauchen in eines der folgenden Farbereagennérichitzen mit einem Heil3luftfon:

* 15 %ige Schwefelsaure
.Mostain“, eine ethanolische Lésung aus Ammoniunybdat (20g) und
Cer(IV)sulfat (0,49) in 10 %iger Schwefelsaure (@00

* 1 %ige Ninhydrinldsung in Ethanol

Die Kernresonanzspektren wurden an folgenden Gesitlgenommen:

« Bruker AC 250 (250 MHz fiitH-Spektren und 100 MHz fiifC-Spektren)
« Bruker DRX 600 (600 MHZ fiitH-Spektren und 150 MHz fifC-Spektren)

Als Standard diente bei den Messungen das jewdiigemittelsignal.

CDCls: 6y = 7.26 ppm,dc = 77.00 ppm; g¢MeOH: &y = 3.31 ppm,dc = 49.05 ppm;

ds-Aceton: 6y = 2.05 ppm,oc = 30.83 ppm; g¢DMSO: oy = 2.50 ppm,oc = 39.43 ppm;

D,0: 84 = 4.79 ppm; CBCN: oy = 1.94 ppmoc = 1.24 ppm.

Bei '°C-Spektren von Zuckerdiaminoséureoligomeren wurdes darbonylsignal der
Pentafluorpropionsaure bei 163.40 ppm zur Refeeenay der’C-Spektren herangezogen.

Die Zuordnung der Signale wurde durch mehrdimerad@mrechniken (COSY, HMQC,
HSQC, ROESY, NOESY und HMBC) oder durch Einstraprimente gesichert. Die
chemischen Verschiebungen werden im Folgenden inm pgo-Skala), die

Kopplungskonstantedin Hertz angegeben.

Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen
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Es bedeuten: s = Singulett, bs = breites Singubktt= Dublett, bd = breites Dublett,
dd = Dublett eines Dubletts, t = Triplett, bt =ibee Triplett, quart. = Quartett,
m = Multiplett

Die Angaben entsprechen dem experimentellen Ensghgsbild und nicht unbedingt der
theoretisch zu erwartenden Multiplizitat.

MALDI-Massenspektren wurden mit einem Bruker Bifldk Spektrometer aufgenommen.
Dabei wurde im positiven Modus mit einem gepulsiickstofflaser (Wellenlange 337 nm)
gearbeitet. Als Matrizen wurden wahlweise-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CHCA),
Ferulasaure (FA) oder 2,5-Dihydroxybenzoesaure (P#ABwendet. Zur Probenpraparation
wurden je 0.6 ul einer Acetonitrillésung der Mat(BO mg/ml) und einer Lésung der Probe
(0.5 mg/ml) in Acetonitri/Wasser-Gemischen zusamnaeif das Target aufgetragen. Die
Kalibrierung wurde mit CHCA (379.06 [M+H] monoisotopische Masse) sowie mit einem
Peptidmix aus Bradykinin 1-7 (757.40 [M+H]monoisotopische Masse), Angiotensin II
(1046.54 [M+H], monoisotopische Masse) und Angiotensin | (1296.p8+H]",

monoisotopische Masse) vorgenommen.

Hochaufgeloste ESI-Massenspektren (ESI-HRMS) wurdstterweise von Reinhold Weber
(AG Przybylski) auf einem Apex II-Massenspektromdtn FT-ICR Massenspektrometer)
der Firma Bruker aufgenommen.

Routine ESI-Massenspektren wurde auf eingesquire 3000 plus® der Firma Bruker
aufgenommen. Die regelmafiige Kalibrierung des 3peidters wurde freundlicherweise von

Mitgliedern der AG Marx Gbernommen.

Die IR-Spektren wurden auf einem System-2000-FTGkEtat der Firma PerkinElmer

aufgenommen. Die Werte der Schwingungen werdemihangegeben.

HPLC-Trennungen wurden mit Hilfe eines HPLC-Systa&lmsFirma Shimadzu durchgefihrt.
Fur die Trennungen wurden Acetonitril/Wasser-Misaen benutzt. In einigen Fallen wurde
0.1 % TFA, bzw. 0.1 % PFPA zu den Losemitteln gegelind dann eluiert. Einzelheiten zur

Durchfuhrung finden sich bei den Daten der mitké#d_C gereinigten Praparate.

Die Elementaranalysen (C, H und N) wurden im mikedgtischen Labor der Universitat
Konstanz durchgefuhrt.
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12.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

12.2.1  AAV 1: Abspalten einer Fmoc-Schutzgruppe ihésung

Das geschitzte Zuckerdiaminosauremonomer oder Zdiekeinosaureoligomer wird mit
einer 20%igen Piperidinlésung in DMF (2 ml der Rigml6sung pro 60 umol des Zuckers)
versetzt, durch kurze Behandlung im UltraschallbadL6sung gebracht und eine Stunde bei
Raumtemperatur gerihrt. Anschliel3end wird die Reakmischung funfmal mit Toluol und
zweimal mit Chloroform coevaporiert und Uber Naaht Feinvakuum getrocknet. Das so
gewonnene Rohprodukt kann ohne weitere Aufreinigtimgdie Kupplung von Bausteinen

nach AAV 2 verwendet werden.

12.2.2  AAV 2: Kupplungen der Zuckerdiaminosaurenm Losung

Das gemalR AAV 1 gewonnene freie Amin wird mit HATHOAt und der zu kuppelnden
geschuitzten Zuckerdiaminosaure in DMF/NMP 1:1 (@I7pro 60 pmol des freien Amins)
geldst, mit DIPEA versetzt und bei Raumtemperaéutilrt.*

Die Reaktionsmischung wird mit Chloroform aufgefilind anschlieend mit 0.1 M HCI
gewaschen. Die wassrige Phase wird dreimal mitiG@fdon gewaschen und die vereinigten
organischen Phasen werden anschliel3end tUber Mg8&@bcknet undn vacuo eingeengt.
Das so erhaltene Rohprodukt wird in Chloroform aanfymmen, auf Kieselgel aufgezogen
und anschlieBend mit einem geeigneten EluenteRlpeh-Chromatographie gereinigt.

*Die genauen Reaktionszeiten, sowie die verwendeteng®h an HATU, HOAt, DIPEA und Zuckerdiaminosaure-
bausteinen, sind fiir jedes hergestellte Oligomehfagend im Kapitel ,Beschreibung der Versuchefgafihrt.

12.2.3 AAV 3: Abspaltung der saurelabilen Schutzgmppen in Losung

Das gemall AAV 1 gewonnene freie Amin wird mit eikeschung von TFA/HO 93:7 (1 ml
der Mischung pro 20 pmol des freien Amins) fur nasiens 3 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Der Reaktionsfortschritt kann dabei pel-HES im positiven Modus verfolgt werden.
Die Anwesenheit von Peaks mit Massen von M+44, MH88132 etc. zeigt, dass die
Reaktion noch nicht vollstdndig beendet ist. Sieth& Peaks mit Massen von M+ne44 mehr
zu erkennen, wird das Losemittel im Stickstoffstransgetrieben.

Werden nach 20 h noch immer ein oder mehrere Pegtkdlassen von M+ne44 in den
ESI-MS Spektren detektiert, wird die Produktmisajpumach Austreiben des Losemittels mit
Stickstoff - erneut mit TFA/BED 93:7 versetzt und solange weitergeruhrt, bis &éftassen
von M+ne44 mehr detektiert werden.
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Nachdem das Losmittel mit Stickstoff ausgetriebemde, wird der verbleibende Rickstand
in einer 0.13%igen wassrigen PFPA-L6sung aufgenamuomel etwa 60 Minuten in einem

Kihilschrank stehengelassen. Die Lésung wird mieminSpritzenfilter von unldslichen

Partikeln getrennt und anschlieRend per HPLC geerteisiehe AAV 10).

12.2.4  AAV 4: Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe anet festen Phase

In einer Einwegspritze mit eingesetzter Fritte t&wgn das Harz 30 Minuten in DMF (0.6
ml/100 mg Harz) quellen. Man saugt ab, zieht ansBkehd eine 20%ige Piperidinlésung in
DMF auf (0.6 ml pro 100 mg Harz) und schittelt 2thien. Es wird abgesaugt, nochmals
10 min mit der Piperidin-Lésung behandelt und ahsBkend zehnmal je eine Minute mit
DMF (0.6 ml pro 10 mg Harz) gewaschen.

12.2.5 AAV 5: Kupplungen der Zuckerdiaminosauren a der festen Phase

Die zu kuppelnde Zuckerdiaminosaure, HATU und H@#&tden in NMP (1 ml pro 100 mg

Harz) gel6st, mit DIPEA versetzt und zu dem nachVAAgewonnen Harz gegeben. Die
Mischung wird bei Raumtemperatur geschiuttelt.* AmigRend wird abgesaugt, das Harz
zehnmal je eine Minute mit DMF und dreimal je dwinuten mit DCM gewaschen. Zuletzt

wird das Harz in einem Exsikkator am Feinvakuunnagknet.

Die Vollstandigkeit der Kupplung wird mithilfe dekaisertests (AAV 7 a), bzw. des

TNBS-Tests (AAV 7 b) Gberpruft.

*Die genauen Reaktionszeiten, sowie die verwendeteng®h an HATU, HOAt, DIPEA und Zuckerdiaminosaure-
bausteinen, sind fir jedes hergestellte Oligomehf@gend im Kapitel ,Beschreibung der Versuchefgafuhrt.

12.2.6 AAV 6: Bestimmung der Beladungsdichte

Eine kleine Menge des nach AAV 5 behandelten utibgleneten Harzes (5-10 mg) wird mit
3 ml einer 20 %igen Piperidin-Lésung in DMF versaitnd 20 Minuten geschittelt. Die
Lésung wird verdinnt und die UV-Absorption bei 30th gemessen. Zur Berechnung der
Beladung wurde der literaturbekannte Extinktionskoent (e30;) des Piperidin-
Dibenzofulven-Addukts verwend&t:

Ex = 7800
mol/cm
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12.2.7 AAV 7: Nachweis freier Aminogruppen an defesten Phase

a) Kaisertest®
Zur Durchfuihrung des Kaisertests werden folgendaubgen verwendet:

L6sung 1: 5 g Ninhydrin in 100 ml Ethanol
Losung 2: 80 g Phenol in 20 ml Ethanol
Losung 3: 2 ml 0.001 M KClin 98 ml Pyridin

Eine Spatelspitze des zu untersuchenden Harzesmiiirg drei Tropfen der Losungen 1 bis
3 versetzt und funf Minuten bei 90 °C im Wasserbadarmt. Blaufarbung der Harzkugeln

zeigt freie Aminogruppen an.

b) TNBS-Test®
Zur Durchfihrung des TNBS-Tests werden zwei Losartggrgestellt:

Losung 1: 10 % DIPEA in DMF
Losung 2: 1 % TNBS in DMF

Eine Spatelspitze des zu untersuchenden Harzesawirdinem Uhrglas mit je zwei Tropfen
der Lésungen 1 und 2 versetzt und funf Minuten R&i stehen gelassen. Die Harzkugeln
werden mit DMF gewaschen und anschlielend untemneiMikroskop betrachtet. Orange-,

bzw. Rotfarbung der Kugeln zeigt freie Aminogrup@en

12.2.8 AAV 8: Cappen freier Aminogruppen

In einer Einwegspritze mit eingesetzter Fritte tdsan das Harz 10 min in DMF (0.6 ml pro
100 mg Harz) quellen. Man saugt ab und zieht arefdihd eine 10%ige Losung von,&cin
DMF (0.6 ml pro 100 mg Harz) auf. Es wird 30 Minutgeschuttelt, abgesaut und
anschlie3end zehnmal je eine Minute mit DMF (0.0l 100 mg Harz) gewaschen.

12.2.9 AAV 9: Abspaltung vom Harz und Entfernung de saurelabilen
Schutzgruppen

Die verbleibenden Fmoc-Schutzgruppen werden nacW AAentfernt. Nach Waschen mit

DMF wird mit einer frisch hergestellten Losung VBRA/H,O/TIS 90:7:3 (1 ml/100 mg Harz)

fur 3 Stunden geschittelt. Die Lésung wird in eing€alben abgesaugt und das Harz

nochmals mit Abspaltlosung versetzt und eine Stumpschittelt. Die vereinigten
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Abspaltldsungen werden im Stickstoffstrom von TF&rbit und anschlieliend zweimal mit
je 1 ml Wasser lyophilisiert.

Der verbleibende Rilckstand wird mit einer 0.13%ig&réssrigen PFPA-L6sung
aufgenommen und etwa 60 Minuten stehengelassenL@®ang wird im Anschluss mit
einem Spritzenfilter von unléslichen Partikeln le@fund das Produkt per HPLC aufgereinigt
(siehe AAV 10).

12.2.10 AAV 10: HPLC-Reinigung nach Abspaltung der saurelabilen
Schutzgruppen

Zur Aufreinigung der Oligomere wurden zwei untefedliche HPLC-Methoden verwendet.
Die nachfolgend aufgefiihrte Methode b wurde gegareEler Oligomersynthesen entwickelt

und erwies sich bei den getesteten Oligomerentaddgen im Vergleich zu Methode a.

a) Die nach AAV 3, bzw. nach AAV 9 entschitztengdinere werden mithilfe einer Knauer
Nucleosil C-18 Saule (analytisch: 250 mm x 4 mnéparativ: 250 mm x 8 mm) und einem
Eluenten aus Acetonitril und 0.13%iger wassrigePRFei einem Fluss von 1.0 ml/min
(analytisch), bzw. 9.7 ml/min (praparativ) (Gradigaweils 1-50% Acetonitril in 30 Minuten)
isoliert. Der Produktpeak kann per ESI-MS (positindodus) identifiziert werden. Die
PFPA-sauren Produktfraktionen werden vereinigt, fditfe von flissigem Stickstoff

eingefroren und lyophilisiert.

b) Die nach AAV 3, bzw. nach AAV 9 entschitztenddlinere werden mithilfe einer Vydac
Protein & Peptide Nucleosil C-18 Saule (analytiseh0 mm x 4 mm) und einem Eluenten
aus Acetonitril und 0.13%iger wassriger PFPA beesm Fluss von 1.0 ml/min (Gradient:
5-40% Acetonitril in 30 Minuten) isoliert. Der Proktpeak kann per ESI-MS (positiver
Modus) identifiziert werden. Die PFPA-sauren Prdthaktionen werden vereinigt, mit Hilfe

von flissigem Stickstoff eingefroren und lyophiigi
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12.3 Beschreibung der Versuche

1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-a-D-glucofuranose (1):

xg%
AN

Verbindung 1 wurde nach einer Vorschrift volen et af'®
hergestellt oder alternativ von der Firma Flukadgen und ohne
weitere Aufreinigung umgesetzt.

Die physikalischen Daten des Produkts stimmten denen der
Literatur ubereirt>?

1,2:5,6-Di-O-isopropyliden-3-O-triflyl- a-D-glucofuranose (2):

><8 OTf

@)

O

ay

Verbindung2 wurde nach einer Vorschrift voGruner et a*?°
hergestellt.

Die Daten des'H-NMR-Spektrums stimmten mit denen der
Literatur Gberein.

3-Azido-3-desoxy-1,2:5,6-dP-isopropyliden-a-D-allofuranose (3):

>

O

O

Nj oﬁ‘

Verbindung 3 wurde nach einer Vorschrift voGruner et aft?
hergestellt.

Trotz mehrfacher Durchfiihrung konnte die in der etatur
angegebene Ausbeute nicht erreicht werden. Es wugide

maximale Ausbeute von 52 % erzielt (Literatur: 7D %

Die Daten de$H-NMR-Spektrums stimmten mit denen der Literatueriin.
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(4):

>
N @)
an

Verbindung 4 entsteht als Nebenprodukt bei der Synthese von
Verbindung3.

Die Daten des'H-NMR-Spektrums stimmen mit denen der
Literatur ubereirt?°

Methyl-3-azido-3-desoxy-,p)-D-allofuranosid (5):

HO
HO

O

N3 OH

OMe

Verbindung5 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestellt
werden:

a) Verbindung3 (857 mg, 3.0 mmol) wird in 9.3 ml abs. MeOH
unter Stickstoff vorgelegt. Es werden AcClI (86 uBmol, 0.4 eq.)
und weitere 2.5 ml abs. MeOH zugegeben. Die schwgaihe

Reaktionslésung wird 48 h bei RT gerthrt und anspbhd durch Zugabe von 170 ul;Ht

neutralisiert. Einengemn vacuo und anschlipende saulenchromatographische Reinigung
(EE/PE 3:2— 4:1) liefern5 als farblose, kristalline Verbindung (366.6 mg,849mmol, 56

%) mit einem Isomerenverhaltnis von = 1:3. Als Nebenprodukt dieser Reaktion entsteht
Verbindung6 (250.0 mg, 0.964 mmol, 32 %).

b) Verbindung6 (69.1 mg, 0.267 mmol) wird analog zur in a) bemtienen Synthese mit

einer Losung von AcCl in MeOH umgesetzt. Saulenctatmgraphische Reinigung (EE/PE
3:2— 4:1) liefert Verbindung als farblose Kristalle (45.6 mg, 0.208 mmol, 78%#) einem

Isomerenverhaltnis vom:[3 = 1:3.

C7H13N305

M =219.20

Elementaranalyse

DC (EE/PE 4:1):

Ber.: C 38.36 %, H 5.98 %, N 19.17 %
Gef.: C 38.50 %, H 6.05 %, N 19.01 %

R=0.23 p-Anomer)
R;=0.18 (-Anomer)
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'H-NMR (600 MHz,d,-MeOH): & = 4.82(d, H-1,), 4.74(s, H-1), 4.22(dd, H-2), 4.10(d,
H-2p), 3.92-3.97(m, H-3, H-3,, H-43), 3.90 (t, 4-H,), 3.75 (dd, 6-H), 3.56-3.63(m, H-5,
H-6p, H-6,, H-67,), 3.51(m, H-5), 3.39(s, (OMe}), 3.32(s, (OMe}))
Kopplungskonstanten:

a-Verbindung: (d2= 4.4 Hz), (33= 7.6 Hz), (d4= 5= 4.2 HZ);

B-Verbindung: (d2< 1 Hz), (33= 4.2 Hz), (d6= 3.3 Hz), (d¢ = 11.4 H2)

¥C-NMR (150 MHz, ¢-DMSO): & = 109.76(C-1;), 103.64 (C-1,), 83.72 (C-4,), 81.65
(C-4s), 77.16(C-25), 75.39(C-5;), 74.20(C-2,), 73.28(C-5,), 65.39(C-3;), 64.82(2 C, C-6,
C-6), 61.60(C-3,), 55.37((OMe})y), 55.31((OMe),)

Methyl-3-azido-3-desoxy-5,89-isopropyliden-(a,p)-D-allofuranosid (6):

o Verbindung 6 (250.0 mg, 0.964 mmol, 32.2 %) entsteht als
><o o Nebenprodukt bei der Synthese von Verbindubg aus
OMe Verbindung3 mit einem Isomerenverhaltnis voro:3 = 1:4.5.
N3 OH
C10H17N30s M = 259.26
Elementaranalyse Ber.. C 46.33 %, H 6,61 %, N 16,21 %

Gef.: C46.41 %, H6.74 %, N 16.00 %

DC (EE/PE 2:1): R=0.27 p-Anomer)
R =0.21 @-Anomer)

'H-NMR (CDCk, 600 MHz):3 4.80(d, H-1,), 4.75(s, , H-%), 4.20(m, H-2)), 4.02-4.12(m,
H-65, H-2p, H-3p, H-5,, H-6,), 3.89-3.97(m, H-6%, H-55, H-4;, H-3,, H-6,), 3.84(dd, H-4),
3.80(m, H-6,), 3.40(s, (OMe)), 3.26(s, (OMe}), 1.41(s, (CH)p, (CH)o), 1.31(s, (CH)p),
1.30(s, (CH),)

Kopplungskonstanten:
a-Verbindung: (d2=4.5 Hz), (d4= 3.4 Hz), (5= 5.9 HZ)
B-Verbindung:(Jip o < 1 Hz)
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¥C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 109.86 (Dioxolan C,), 109.77 (Dioxolan Cs), 107.83
(C-15), 101.92(C-1,), 82.58 (C-4,), 81.99 (C-4s), 77.56 (C-53), 75.50 (C-5,), 75.48 (C-2;)
72.38(C-2,), 67.67 (C-63), 66.34 (C-6,), 65.31(C-33), 60.95(C-3,), 55.33((OMe),), 54.82
((OMe)s), 26.33((CHs)p), 26.27((CHs),), 25.03((CHs)g), 24.61((CHa),)

Methyl-3-azido-2,5,6-tri-O-benzoyl-3-desoxy+¢,p)-D-allofuranosid (7):

870 Verbindung5 (948 mg, 4.32 mmol) wird in Pyridin (10 ml)
BzO o suspendiert und anschlieBend mit Benzoylchlori@dg2nl, 19.44
OMe | mmol, 4.5 eq. pro OH-Gruppe) versetzt. Nach 12 hrRiibei RT
N3 OBz werden 100 ml EE zur Reaktionsmischung gegeben. Die

schwerldslichen Pyridinsalze werden abfiltriert ummthmals mit
20 ml EE gewaschen. Die organische Phase wird ¢imital00 ml HO und zweimal mit
100 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen, andidtie tiber MgS@getrocknet, einrotiert
und viermal mit Toluol coevaporiert. Saulenchrongaéphische Reinigung (PE/EE 831
5:1) liefert Verbindung als farbloses Ol (2.05 g, 3.86 mmol, 89 %).

CagH2sN30g M =531.51

Elementaranalyse Ber.: C 63.27 %, H 4.74 %, N 7.91 %
Gef.: C 63.13 %, H 4.86 %, N 7.76 %

DC (PE/EE 4:1): R=0.38

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Dioxan): Ber.: 554M+Na]" 570.2 [M+K]"
Gef.: 554.4 [M+N&]570.3 [M+K]

'H-NMR (600 MHz,CDCl): & = 5.73-5.76(m, H-5,, H-5), 5.54 (d, H-2;), 5.29 (d, H-1,),
5.25(dd, H-2), 5.07 (s, H-%), 4.88(dd, H-G), 4.82(dd, H-G), 4.66-4.70(dd, H-67, H-6%),
4.55-4. 59(t, H-4, H-3,), 4.51(dd, H-3), 4.46(t, H-4,), 3.44(s, (OMe)), 3.34(s, (OMe})
Kopplungskonstanten:

o-Verbindung: (2= 4.2 Hz), (d3= 7.7 Hz), (d4= 4.2 Hz), (3= 3.4 Hz), (&= 12.2 Hz)
B-Verbindung: (3. < 1 Hz), (33 = 4.7 H2), (d4= 5= 7.5 Hz), (§6= 3.1 Hz), (d¢ = 12.1
Hz)
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¥*C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 128.13-134.2636 C, 3 Ph 3 Ph), 106.11(C-15), 100.93
(C-1,), 79.71 (C-4,), 78.76 (C-4), 76.61 (C-2), 73.02(C-2,), 72.33 (C-53), 71.22 (C-5,),
62.93(C-6;), 62.70(C-6,), 61.75(C-3;), 58.87(C-3,), 55.19(2 C, (OMe), (OMe))

IR (dunner Film auf NaCl-Fensted112.6(mittel, Azid),1724.6(stark, Carbonyl)

Acetyl-3-azido-2,5,6-tri-O-benzoyl-3-desoxy-¢,p)-D-allofuranosid (8):

5870 Verbindung7 (2.01 g, 3.78 mmol) wird mit 15.1 ml HOAc versetzt
BzO o und 2 min im Ultraschallbad geltst. Es werden nmemeler AgO
OAc | (3.55 ml) und c-HSQ, (990 ul) zur essigsauren Lésung getropft.
Nz OBz DC-Kontrolle nach 35 min zeigt das Ende der Reaktao. Die

Reaktionslésung wird zu 200 ml einer gesattigterlG@;-L6sung
gegeben und dreimal mit GEl,; (70 ml, 50 ml, 50 ml) extrahiert. Die organiscHehasen
werden mit MgSQ@ getrocknet undh vacuoeingeengt. Saulenchromatographische Reinigung
(PE/EE 5:1) liefert Verbindun@ als farbloses Ol (1.90 mg, 3.40 mmol, 90 %) miteen
Isomerenverhaltnis vom:[3 = 1:3.4.

Das Anomerengemisch wurde zur NMR-spektroskopiscbetersuchung mittels HPLC
getrennt (Saule: Eurosphere 100 C-18, @ 16 mm,&Kmauer; Gradient: MeCNAD 40 % -

90 % in 30 Minuten; Fluss: 9.0 ml/min; &) = 25.9 min , R(B) = 26.5 min).

CaoH25N30g M = 559.52

Elementaranalyse Ber.: C 62.25 %, H 4.50 %, N 7.51 %
Gef.. C62.11 %, H 4.69 %, N 7.51 %

DC (PE/EE 4:1): R=0.38

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 58\2+Na]” 598.2 [M+K]
Gef.: 582.4 [M+N&]598.5 [M+K]

NMR-Daten der g-Verbindung:

'H-NMR (250 MHz, CDCl): & = 8.07-8.11(m, 4 H, arom.);8.00-8.03(m, 2 H, arom.),
7.54-7.63(m, 3 H, arom.),7.41-7.50(m, 6 H, arom,)6.34(s, 1 H, H-1), 5.76(m, 1 H, H-5),
5.62(d, 1 H, H-2),4.79(dd, 1 H, H-6),4.60(dd, 1 H, H-6"),4.50-4.56(m, 2 H, H-4, H-3),
1.92(s, 3 H, OAc)
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Kopplungskonstanten:
(J112< 1 HZ), (&’3: 4.3 HZ), (QYGZ 3.6 HZ), (3,6': 6.4 HZ), (é,B’: 12.1 HZ)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): $ = 168.70(CO), 168.03(C0O), 165.51(C0O), 165.18(CO),
133.87, 133.64, 133.27, 130.03, 129.89, 129.69,4529129.15, 128.61, 128.58, 128.50,
128.47(18 C, C-arom.)98.21 (C-1), 80.36(C-4), 76.39 (C-2), 71.81(C-5), 62.92 (C-6),
61.36(C-3),20.67(CHs)

NMR-Daten der a-Verbindung:

'H-NMR (250 MHz, CDC}): = 8.01-8.09(m, 6 H, arom.),7.55-7.64(m, 3 H, arom.),
7.43-7.50(m, 6 H, arom.)f.57(d, 1 H, H-1),5.68(m, 1 H, H-5),5.45(dd, 1 H, H-2)4.76
(dd, 1 H, H-6),4.63 (dd, 1 H, H-6"),4.58(t, 1 H, H-4),4.54(dd, 1 H, H-3),2.14 (s, 3 H,
CH3CO)

Kopplungskonstanten:
(h2= 4.4 Hz), (d3= 7.6 Hz), (d4= 4.0 Hz), (5~ 4.4 Hz), (6= 3.9 Hz), (d¢ = 5.5 Hz),
(J6,6’: 12.3 HZ)

3C.NMR (150 MHz, CDCY): & = 169.39(CO), 165.98(CO), 165.35(CO), 165.32(CO),
133.88, 133.70, 133.36, 129.95, 129.83, 129.71.342929.02, 128.68, 128.55, 128(438 C,
C-arom.),93.63(C-1), 82.50(C-4), 72.49(C-2), 71.19(C-5), 62.78(C-6), 58.68(C-3),21.04
(CHs)

(3-Azido-2,5,6-tri-O-benzoyl-3-desoxyp-D-allofuranosyl)cyanid (9):

Verbindung8 (331 mg, 591umol) wird in 12 ml CHCI, geldst, mit
cN | TMSCN (369ul, 2.95 mmol, 5 eq.) versetzt und 10 min bei RTubet.

Anschliel3end wird Sn¢l(1 M in CHCI,) (650 ul, 650 umol, 1.1 eq.)
Nz OBz zugegeben und auf 60 °C erwarmt. Nach 4 h wirdRsiaktionslosung

BzO

BzO o

zu 60 ml einer gesattigten NaHg0D0sung gegeben und dreimal mit je
50 ml CHCI, extrahiert. Die vereinigten organischen Phaseml@reiiber MgS@getrocknet
und in vacuo eingeengt. AnschlieBende saulenchromatographiBeieigung (PE/EE 5:1)
liefert Verbindungd (202 mg, 384imol, 64 %) als farbloses Ol.

C23H22N407 M =526.50
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Elementaranalyse: Ber.: C 63.87 %, H 4.21 %, N 10.64 %
Gef.: C 63.20 %, H 4.49 %, N 10.04 %

DC (PE/EE 5:1): R= 0.33

ESI-HRMS (positive mode, MeOH): Ber.: 549.1386 [M+Na]
Gef.: 549.1367 [M+Ng]

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 549\2+Na]" 565.2 [M+K]
Gef.: 549.2 [M+N4] 565.2 [M+K]"

'H-NMR (250 MHz, CDC}): é = 8.02-8.11(m, 6 H, arom.)7.43-7.51(m, 9 H, arom.)5.83
(dd, H-2),5.76 (m, H-5),4.86(d, H-1),4.78(dd, H-6),4.65-4.69(m, H-6" H-3), 4.45(t, H-4)

Kopplungskonstanten:
('Jl,2: 3.8 HZ), (513: 52 HZ), (64: J4,55 6.4 HZ), (de: 3.8 HZ), (éyﬁ’: 12.3 HZ)

3C-NMR (150 MHz, CDCY): § = 165.96(CO), 165.49(CO), 165.15(C0O), 134.27 133.75
133.38 130.08 129.9Q 129.69 129.28 128.85 128.75 128.6Q 128.52 127.79 (18 C,
C-arom.),115.28(CN), 80.91(C-4),76.10(C-2), 71.00(C-5),69.35(C-1), 62.59(C-6),61.96
(C-3)

IR (dUnner Film auf NaCl-Fenste115.6(mittel, Azid),1727.8(stark, Carbonyl)

(3-Azido-3-desoxyp-D-allofuranosyl)carbonsduremethyester (10):

HO Verbindung9 (107 mg, 0.203 mmol) wird mit KCN (7.5 mg, 0.115
HO 5. COOMe mmol, 0.6 eq.) versetzt und anschlie3end in 6 mMDM@&bs. unter
Argon geldst. Die Reaktionsmischung wird 17 h bdi gerihrt,
Nz OH anschlieBend auf Kieselgel aufgezogen mneacuoeingeengt.

Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE -4EE/MeOH
15:1) liefert VerbindundO als farbloses Ol (22mg, 9imol, 45 %). Als Nebenprodukt dieser
Reaktion entsteht Verbindurid (7 mg, 31umol, 15 %).

CgH13N30s M =247.21

Elementaranalyse: Ber.. C 38.87 %, H5.30 %, N 17.00 %
Gef.. C 38.87 %, H5.34 %, N 16.88 %
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DC (EE/MeOH 15:1): R=0.17

ESI-MS (positive mode, MeOH): Ber.: 270.1 [M+Na]
Gef.: 269.9 [M+Na]

'H-NMR (600 MHz, d-MeOH): & = 4.44(t, 1 H, H-2),4.29(d, 1 H, H-1),3.96-3.98(m, 2 H,
H-3, H-4),3.75(bs, 4 H, OMe, H-5)3.68(dd, 1 H, H-6)3.60(dd, 1 H, H-6")

Kopplungskonstanten:
(J2=4.8Hz), (d3~ 4.8 Hz), (d6=4.2 Hz), (d6= 5.4 Hz), (d¢= 11.4 Hz)

3C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 173.49(CO), 83.80 (C-4), 82.78 (C-1), 76.94 (C-2),
73.39(C-5),64.35(C-3),64.12(C-6),52.90(0OMe)

(3-Azido-3-desoxyp-D-allofuranosyl)cyanid (11):

Verbindungl1 (7 mg, 31umol, 15 %) entsteht als Nebenprodukt bei der

HO
HO o. CN Synthese von Verbinduntp aus Verbindun@.
N; OH
C7H10N404 M =214.18

DC (PE/EE 1:4): R=0.19

'H-NMR (600 MHz, d-MeOH): 8 = 4.64(t, 1 H, H-2),4.46 (d, 1 H, H-1),4.16 (dd, 1 H,
H-3),3.95(t, 1 H, H-4),3.67(m, 1 H, H-5)3.61(m, 1 H, H-6),3.56(dd, 1 H, H-6")

Kopplungskonstanten:
(J12= 6.0 Hz), (33= 5.4 Hz), (4= 4.2 Hz),(Js5~ 4.8 Hz), (3¢ = 5.4 Hz), (d¢= 11.4 Hz)

13C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 118.79(CN), 85.28 (C-4), 77.56 (C-2), 73.04 (C-5),
71.38(C-1),64.14(C-6),64.07(C-3)
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(3-Azido-3-desoxyp-D-allofuranosyl)carbonsédureamid (12):

HO O N Verbindung 12 entsteht als Nebenprodukt bei der Synthese von
HO o 2 [ Verbindung11 aus Verbindung in Fallen, in denen Spuren von
Wasser in der Reaktionslosung enthalten sind. DaEldktmenge
N5 OH hangt dabei von der Menge an Wasser in der Realkdisumg ab.
C7H12N40s M =232.19

DC (EE/MeOH 9:1): R=0.10

ESI-MS (positive mode, MeOH): Ber.: 255.1 [M+Na]
Gef.: 254.9 [M+N4]

'H-NMR (600 MHz, d-MeOH): § = 4.37(m, 1 H, H-2),4.18(d, 1 H, H-1),4.08(m, 1 H,
H-4),3.91(m, 1 H, H-5),3.86(t, 1 H, H-3),3.59-3.69m, 2 H, H-6, H-6")

Kopplungskonstanten:
(J2= 3.8 Hz), (33= 5.3 Hz), (d4= 7.1 Hz), (ds= 3.7 Hz)

3C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 176.10(CO), 84.54 (C-1), 82.97 (C-4), 77.71 (C-2),
72.68(C-5),63.94(C-6),62.19(C-3)

(3-Azido-2,5,6-tri-O-benzoyl-3-desoxyp-D-allofuranosyl)phenylketon (13):

BzO o ph Verbindung9 (100 mg, 190 pmol) wird in 8 ml ED abs. geldst, mit
BzO o PhMgBr (3 M in E$O) (3 eq., 495 umol) versetzt und 2 h bei 50 °C

gerihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 50 mLOH

N3 OBz abgebrochen. Das Gemisch wird mit@&t3 x 50 ml) extrahiert, die

vereinigten organischen Phasen Uber MgS@etrocknet undin vacuo eingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 5:18rtiéferbindungl3 (61 mg, 100 umol,
53 %) als farbloses Ol.

C34H27N30g M = 605.59

Elementaranalyse: Ber.. C67.43 %, H 4.49 %, N 6.94 %
Gef.: C66.90 %, H4.77 %, N 7.27 %
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MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 628.2 [M+Nab644.1 [M+K]
Gef.: 628.2 [M+N4] 644.2 [M+K]'

'H-NMR (250 MHz, CDC}): 6 = 7.95-8.13m, 8 H, arom.)7.41-7.63(m, 12 H, arom.)5.98
(dd, H-2),5.83 (m, H-5),5.52(d, H-1),4.78 (dd, H-6),4.67 (dd, H-6"),4.57 (dd,H-4), 4.46
(dd, H-3)

Kopplungskonstanten:

(J12= 2.3 Hz), (3= 5.1 Hz), (d4= 8.0 Hz), (d5= 6.4 HZz), (d6= 3.4 Hz), (d¢ = 5.9 Hz),
(Jse=12.2 Hz)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 194.40(CO-Keton),166.11(CO), 165.65(C0O), 165.51

(CO), 128.45-134.20(24 C, C-arom.)83.07 (C-1) 79.67 (C-4), 75.68 (C-2), 71.81 (C-5),
63.19(C-6),62.74(C-3)

Methyl-3-azido-3-desoxy-60-tosyl-p-D-allofuranosid (14):

Das g-Anomer von Verbindung (277 mg, 1.26 mmol) wird mehre

TsO
HO o. OMe Tage Uber Phosphorpentoxid im Feinvakuum getrockoat
anschlieBend in Pyridin (5 ml) unter Argon gel®ie Losung wird
N3 OH mit einem Eisbad auf 0 °C gekuhlt und anschliel¥endrosylichlorid

(336 mg, 1.76 mmol, 1.4 eq.) versetzt. Nach 20 tdwi vacuo
eingeengt und viermal mit Toluol coevaporiert. Dgelartige Ruckstand wird in EE
aufgenommen und auf 2 g Kieselgel aufgezogen. Séutematographische Reinigung
(PE/EE 8:1> 4:1) liefert Verbindund 4 als orangefarbenes Ol (376 mg, 1.12 mmol, 89 %).

C14H19N307S M =373.38

Elementaranalyse: Ber.. C45.03%,H5.13%, N 11.25%
Gef.. C45.12 %, H5.24 %, N 11.21 %

DC (PE/EE 2:1): R= 0.63

ESI-MS (positive mode, MeOH): Ber.: 396.1 [M+Na$12.1 [M+KT
Gef.: 395.8 [M+Na] 411.8 [M+K]'
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'H-NMR (600 MHz, ¢-Aceton):é = 7.81-7.84(bd, 2 H,Ts), 7.47-7.49bd, 2 H,T9), 4.80(d,
1 H, OH an C-5)4.74(s, 1 H, H-1)4.72(d, 1 H, OH an C-2%.26(dd, 1 H, H-6)4.17(m, 1
H, H-2),4.07 (dd, 1 HH-6"), 3.92-3.95(m, 2 H, H-3; H-4)3.76(m, 1 H, H-5),3.37(s, 3 H,
OMe),2.45(s, 3 H, CH™)

Kopplungskonstanten:

(J12< 1 Hz), (dn2= 4.7 Hz), (5= 5.9 Hz), (d6= 2.7 HZz), (d5= 6.7 Hz), (d¢= 10.3 Hz)

13C-NMR (150 MHz, ¢-Aceton):5 = 146.85 134.98 131.79 129.74(6 C,T9), 110.52(C-1),
81.69(C-4),77.77(C-2),73.95(C-6), 73.55(C-5),66.08(C-3),56.09(OMe), 22.48(CH;'®)

Methyl-5,6-anhydro-3-azido-3-desoxyB-D-allofuranosid (15):

Verbindung 15 entsteht als Nebenprodukt bei der Synthese von
@)
o Verbindung14 aus Verbindung. Die Produktmenge ist abhangig
OMe | \on der Reaktionszeit und der Qualitat des verwemdeyridins.
N3 OH
C7H11N304 M =201.18

DC (PE/EE 2:1): R=0.73

'H-NMR (600 MHz, CDCY): = 4.85(s, 1 H, H-1)4.17 (bs, 1 H, H-2)4.07(m, 1 H, H-3),
3.88(m, 1 H, H-4),3.37(s, 3 H, OMe),3.09(m, 1 H, H-5),2.91(m, 1 H, H-6),2.69(m, 1 H,
H-6")

13C-NMR (150 MHz, d-MeOH): = 107.97(C-1), 81.15(C-4), 75.68 (C-2), 64.21(C-3),
55.24(OMe),52.27(C-5),46.29(C-6)

Methyl-3-azido-3,6-didesoxy-6-phthalimido-§,p)-D-allofuranosid (16):

PhthN Verbindung 16 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen
HO o dargestellt werden:
OMe
a) Verbindung5 (9.94 g, 45.35 mmol) wird in 210 ml frisch
N3 OH destilliertem Pyridin gelést und mit einem Eisbagkighlt. Die
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fahlgelbe Losung wird mit Tosylchlorid (12.10 g,.48 mmol, 1.4 eq.) versetzt und 20 h bei
RT geruhrt. Die Reaktionslosung wirth vacuo eingeengt und dreimal mit Toluol
coevaporiert. Der verbleibende orangefarbene Swug in 550 ml EE und 500 ml
aufgenommen, in einen Scheidetrichter Uberfuhrtauseschuttelt. Die wassrige Phase wird
viermal mit EE (500 ml, 3 x 300 ml) gewaschen, diganischen Phasen im Anschluss
vereinigt, tber MgS@getrocknet unih vacuoeingeengt.

Der verbleibende Sirup wird in 250 ml frisch démitem DMF im Ultraschallbad gelést und
innerhalb 90 Minuten bei 100 °C zu einer Losung E#th (9.30 g, 50.21 mmol, 1.1 eq.)
und 18-Krone-6 (13.11 g, 49.60 mmol, 0.99 eq. bemoguf KPhth) getropft. Nach 7 h 30
min wird die schwarz gefarbte Losung auf das hallmdumen eingeengt, mit saurem
lonentauscher (Amberlite IR-120"Hbis zu einem pH-Wert von 7 versetzt und anschliel?
am Feinvakuum zur Trockne eingeengt. Der verblalbeRickstand wird in 500 ml EE im
Ultraschallbad suspendiert und mit 500 ml 0.1 M H@Wwaschen. Die wassrige Phase wird
dreimal mit EE (je 500 ml) gewaschen, die vereemgbrganischen Phasen anschliel3end tber
MgSOy getrocknet unéh vacuoeingeengt.

Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 21PE/EE 1:1) liefert Verbindund.6
(10.60 g, 30.43 mmol, 67 %) als farbloses Ol.

In den NMR Spektren sind auch nach der saulenchomrephischen Reinigung noch
Verunreinigungen durch unerwiinschte Nebenproduiiterkennen, die sich nur mit Hilfe

einer HPLC von den gewinschten Produkten abtrelassen.

b) Verbindungl7 (109mg, 196 pumol) wird in 5 ml MeOH p.a. im Ultcasllbad geldst und
im Abstand von je 2 Stunden mit 40, 30, 25 und P8iper 0.5 M NaOMe-LGsung versetzt.
Die Lésung wird 24 h bei RT gerthrt und dann miirean lonentauscher (Amberlite IR-120
H") bis pH 7 versetzt. AnschlieRend wird der lonesther abfiltriert und die Losunin
vacuo eingeengt. Saulenchromatographische ReinigungE@®B/1) liefert Verbindundl6
(57 mg, 162 pmol, 83 %) als farbloses Ol.

Das Anomerengemisch wurde zur NMR-spektroskopiscbetersuchung mittels HPLC
getrennt (Saule: Eurosphere 100 C-18, Firma Knaaeagdient: MeCN/HO 30 % - 50 % in
12 Minuten; Fluss: 9.5 ml/min;Rx) = 8.92 min, R(B) = 9.62).

C15H 16N406 M = 348.31

Elementaranalyse: Ber.: C51.72 %, H 4.63 %, N 16.09 %
Gef.: C51.66 %, H 4.70 %, N 15.92 %
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DC (PE/EE 1:2): R= 0.51

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): BeB71.1 [M+Na] 387.1 [M+K]
Gef.: 371.2 [M+N4]387.2 [M+K]

NMR-Daten der g-Verbindung:

H-NMR (600 MHz, d-MeOH): 8 = 7.85-7.8%(m, 2 H,Phth), 7.78-7.84(m, 2 H,Phth), 4.74
(s, 1 H, H-1)4.10(m, 1 H, H-2),3.92-3.97(m, 3 H, H-3, H-4, H-6)3.79-3.84(m, 2 H, H-5,
H-6"), 3.37(s, 3 H, OM&

Kopplungskonstanten:

(h2<1Hz)

13C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 170.03(2 C, CO,Phth), 135.34 133.5Q 124.12 (6 C,
Phth), 110.01(C-1), 83.55(C-4), 76.97(C-2), 72.62(C-5), 66.31(C-3), 55.49 (OMe), 43.25
(C-6)

NMR-Daten der a-Verbindung:

H-NMR (600 MHz, d-MeOH): 8 = 7.86-7.88(m, 2 H,PhtH), 7.79-7.82(m, 2 H,Phth), 4.80
(d, 1 H, H-1),4.25(dd, 1 H, H-2),3.98(dd, 1 H, H-3),3.95(m, 1 H, H-5),3.82(dd, 1 H,
H-4), 3.78-3.80(bd, 2 H, H-6, H-6")3.38(s, 3 H, OM&

Kopplungskonstanten:

(h2=4.4Hz), (35=7.6 Hz), (d4= 3.6 Hz), (d5=5.7 Hz), (d6= 6.5 Hz), (d¢= 12.6 HZ)

3C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 169.91(2 C, CO,Phth), 135.36 133.45 124.13 (6 C,
Phth), 103.90(C-1), 84.71(C-4), 74.02(C-2), 70.08(C-5), 62.15(C-3), 55.36 (OMe), 42.08
(C-6)

Methyl-3-azido-2,5-di-O-benzoyl-3,6-didesoxy-6-phthalimido-¢,p)-D-allofuranosid (17):

PhthN Verbindung 17 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen
BzO o dargestellt werden:
OMe
a) Verbindungl6 (1.05 g, 3.02 mmolird in Pyridin (20 ml)
N3 OBz gelést und anschlieRend mit Benzoylchlorid (1.19 &0.25

mmol, 1.7 eq. pro OH-Gruppe) versetzt. Nach 19 hr&ii bei RT wirdn vacuoeingeengt,
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der verbleibende Ruckstand in Dichlormethan (13D gelost und mit Wasser gewaschen.
Die wassrige Phase wird zweimal mit Dichlormethgn100 ml) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen anschlieBend uber Mg$étrocknet undin vacuo eingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE-631) liefert Verbindundl7 (1.42 g, 2.54
mmol, 84 %) als farbloses Ol.

b) Verbindung22 (69.1 g, 118.8 mmol) wird im Ultraschallbad in 13®0 DMF (crown cap
Uber Molsieb) gel6st. Kaliumphthalimid (26.33 g, 6188 mmol, 1.2 eq.) wird zur
Zuckerlésung gegeben und die ReaktionsmischungheBend auf 60°C erwarmt. Es wird
10 Tage geruhrt und anschlie3eimd vacuo eingeengt. Der 0lige Ruckstand wird in EE
aufgenommen, mit 50 g Kieselgel versetzt, bis zwocKne eingeengt und auf eine
Kieselgelsaule aufgetragen. Die saulenchromatoggeipd Reinigung (PE/EE 3. 5:2)
liefert Verbindungl? als wei3en Schaum (60.71 g, 112.0 mmol, 94 %)

Das Anomerengemisch wurde zur NMR-spektroskopiscbetersuchung mittels HPLC
getrennt (Saule: Eurosphere 100 C-18, Firma Kndaamagdient: MeCN/HO 30 % - 80 % in
30 Minuten;Fluss: 9.5 ml/min; R(a) = 24.38 min, R(B) = 25.82 min).

C29H24N408 M = 556.52

ESI-HRMS: Ber.: 579.1492 [M+N2]595.1231 [M+K]
Gef.: 579.1497 [M+Na]595.1236 [M+K]

DC (PE/EE 2:1): R= 0.47

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): Beb79.2 [M+Na] 595.2 [M+K]'
Gef.: 579.1 [M+N&]595.1 [M+K]

NMR-Daten der B-Verbindung:

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 8.07-8.09(bd, 2 H,B2), 8.00-8.02(bd, 2 H,B2), 7.80-7.82
(quart., 2 HPhth), 7.69-7.71(quart., 2 HPhth), 7.59-7.62(bt, 1 H,B2), 7.53-7.56(bt, 1 H,
B2), 7.46-7.49(bt, 2 H,B2), 7.40-7.43(bt, 2 H,B2), 5.61(m, 1 H, H-5),5.49(d, 1 H, H-2),
5.07(s, 1 H, H-1)4.46(dd, 1 H, H-3)4.39(t, 1 H, H-4)4.23(dd, 1 H, H-6)4.17 (dd, 1 H,
H-67), 3.44(s, 3 H, OM&

Kopplungskonstanten:
(Q2<1H2z), (33=4.7Hz), (d4=7.7 Hz), ds~ 7.3 Hz), (d6= 9.0 HZz), (¢ = 2.4 H2z),
(J6,6’= 14.6 HZ)
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13C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 167.7(2 C, CO,Phth), 166.0(CO, B2), 165.4(CO, B2),

134.05 133.65 133.36 131.87 129.99 129.88 129.17 128.94 128.55 128.42 123.42(18 C,
2 Bz, Phth), 106.5 (C-1), 80.2 (C-4), 76.7 (C-2), 73.1 (C-5), 62.3 (C-3), 55.6 (OMe),

39.0(C-6)

NMR-Daten der a-Verbindung:

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 8.11-8.13(d, 2 H,B2), 7.98-8.00(d, 2 H,B2), 7.81-7.83
(quart., 2 H,Phth), 7.69-7.71(quart., 2 HPhth), 7.55-7.61(m, 2 H,B2), 7.42-7.48(m, 4 H,
B2 5.66(m, 1 H, H-5)5.25(d, 1 H, H-1),5.16(dd, 1 H, H-2)4.34(dd, 1 H, H-3)4.29(t, 1
H, H-4)4.19(dd, 1 H, H-6)4.10(dd, 1 H, H-6")3.47(s, 3 H, OM¢

Kopplungskonstanten:

('Jl,2 =4.2 HZ), (53 =8.0 HZ), (34 =44 HZ), (355 4.9 HZ), (d’(;: 8.2 HZ), (d,G’: 3.4 HZ),
(J5,6'= 14.6 HZ)

3C-NMR (150 MHz, CDCY): & = 167.9(2 C, CO,Phth), 168.1 (2 C, CO,B2), 134.12
133.62 133.47 131.83 130.08 129.86 129.06 128.81 128.54 123.50(18 C, 2Bz, PhtH),
101.3(C-1),80.7(C-4),73.1(C-2), 71.4(C-5),59.2(C-3),55.6(OMe), 38.5(C-6)

Methyl-3-azido-3-desoxy-60-(4,4 -dimethoxytrityl)-( a,)-D-allofuranosid (18):

DMTO Verbindung 18 entsteht als Zwischenprodukt bei der
HO o Eintopf-Synthese von Verbindun@0 aus Verbindungb5.
OMe | Verbindung 18 wurde MALDI-spektroskopisch nachgewiesen
N3 OH und direkt weiter umgesetzt.
CagH31N307 M = 521.56

DC (EE/PE 5:1): R= 0.79

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): Beb44.2 [M+Na] 560.2 [M+K]'
Gef.: 544.4 [M+N&]560.4 [M+K]
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Methyl-3-azido-2,5-di-O-benzoyl-3-desoxy-89-(4,4 -dimethoxytrityl)-( a,)-D-
allofuranosid (19):

DMTO Verbindung19 entsteht als Zwischenprodukt bei der Synthese
BzO o von Verbindung20 aus Verbindund. Verbindungl19 wurde
OMe | MALDI-spektroskopisch nachgewiesen und direkt weite
Ng OBz umgesetzt.
C42H39N309 M =729.77

DC (EE/PE 1:3): R=0.29

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): Ber52.3 [M+Na] 768.2 [M+K]'
Gef.: 752.4 [M+N&]768.4 [M+K]

Methyl-3-azido-2,5-di-O-benzoyl-3-desoxy¢,p)-D-allofuranosid (20):

Verbindung5 (852 mg, 2.986 mmol) wird in 25 ml Pyridin gelost

ng o und mit Hilfe eines Eis-/Acetonbads auf -15 °C ddkiEs wird
OMe | DMTCI (1.35 g, 4.03 mmol, 1.35 eq.) zugegeben, die
N5 OBz Reaktionsmischung langsam auf Raumtemperatur ertwérch18
h geruhrt.

Die Losung wird erneut auf -15 °C gekulhlt, ansdbdied mit Benzoylchlorid (1.06 g, 876
7.54 mmol, 2.6 eq.) versetzt, 2 h bei — 15 °C gdrihd anschlieBend auf RT erwarmt.
Dunnschichtchromatographische Kontrolle zeigt dasieEder Reaktion nach 6 h an. Die
Reaktionslésung wirth vacuoeingeengt, zweimal mit Toluol coevaporiert, inMOCHCkL
aufgenommen und mit 50 mLB gewaschen. Die wassrige Phase wird anschlie3esidhal
mit CHCL (60 ml, 60 ml) extrahiert. Die vereinigten orgaen Phasen werden tber MgSO
getrocknetjn vacuoeingeengt und Uber Nacht im Feinvakuum getrockbet.verbleibende
wachsartige Feststoff wird in 55 ml MeOH aufgenomruoad in einem Eisbad gekalilj. Im
Anschluss wird AcCl (328 mg, 298I, 4.18 mmol, 1.4 eq.) langsam zugetropft und das
Eisbad nach 20 min entfernt. Dinnschichtchromafgsehe Kontrolle zeigt das Ende der
Reaktion nach 1 h bei RT an. Die Reaktionslosung wiit EgEN neutralisiert undn vacuo
eingeengt. Sdulenchromatographische Reinigung @B/E) liefert Verbindung@0 (1.12 g,

2.61 mmol, 87 %) als fahlgelbes Ol mit einem Iscengerhaltnis vona:f = 4:1. Als
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Nebenprodukte entstehen bei dieser Reaktion dibiMdungen7 (64 mg, 0.12 mmol, 4 %)
und21 (52 mg, 0.12 mmol, 4 %).

Das Anomerengemisch wurde zur NMR-spektroskopiscbetersuchung mittels HPLC
getrennt (Saule: Eurosphere 100 C-18, Firma Knaaeagdient: MeCN/HO 30 % - 80 % in
30 Minuten; Fluss: 9.5 ml/min;Rx) = 23.39 min, R(B) = 24.54 min).

C21H21N307 M = 427.41

Elementaranalyse: Ber.: C 59.01 %, H 4.95 %, N 9.83 %
Gef.: C 58.97 %, H 4.98 %, N 9.83 %

DC (PE/EE 2:1): R=0.35

MALDI-MS (positive mode, FA, Acetonitril): Ber5@.1 [M+Na] 466.1 [M+K]
Gef.: 450.2 [M+N&]466.2 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 7.44-8.15(3 m, 10 H, 10 H;, B2, 5.49(d, H-2), 5.35-5.40
(m, H-5, H-5), 5.23 (d, H-1,), 5.16 (dd, H-2), 5.03 (s, H-%), 4.51 (dd, H-4), 4.45 (dd,

H-3,) , 4.37(dd, H-3), 4.39(t, H-4,), 4.03-4.08(m, H-6, H-6,), 3.96-3.99(m, H-63, H-67,),

3.46(s, OMe), 3.32(s, OMeg)

Kopplungskonstanten:

a-Verbindung: (J,= 4.3 Hz), (d3= 8.0 Hz), (d4= 4.2 Hz), (45~ 4.5 Hz)

B-Verbindung: (J2< 1 Hz), (33= 4.7 Hz), (d4= 7.9 Hz), (d5= 6.3 Hz)

¥C-NMR (150 MHz, CDC4): 6 = 166.2(CO, Bz), 166.0(CO, Bz,), 165.8(CO, Bz,), 165.4
(CO, Bz), 128.4-133.724 C, 2Bz, 2 Bz), 106.3(C-1;), 101.1(C-1,), 80.5(C-4,), 79.1(C-
4), 76.9(C-2y), 75.4(C-53), 74.3(C-5,), 73.2(C-2,), 62.04(C-63), 61.99(C-6,), 61.7(C-3;),
59.2(C-3,), 55.56(0OMe,), 55.53(OMey)

Methyl-3-azido-2,6-di-O-benzoyl-3-desoxy4)-D-allofuranosid (21):

5,0 Verbindung21 (52 mg, 0.12 mmol, 4 %) entsteht als Nebenprodukt
HO o. OMe bei der Synthese von Verbindu@g aus Verbindund. Das Produkt
liegt als farbloses Ol vor.
N3 OBz
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C21H21N307 M = 427.41

Elementaranalyse: Ber.: C 59.01 %, H 4.95 %, N 9.83 %
Gef.: C 58.94 %, H 4.90 %, N 9.85 %

DC (PE/EE 5:2): R=0.34

MALDI-MS (positive mode, DHB, Acetonitril): Bed50.1 [M+Na] 466.1 [M+K]
Gef.: 450.2 [M+N&]466.2 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 8.07-8.09(d, 2 H,B2), 7.56-7.61(quart, 4 HB2) 7.43-7.48
(quart, 4 HB2), 5.48(d, 1 H, 2-H, d3=5.0 Hz),5.03(s, 1 H, 1-H)4.63(dd, 1 H, 6-H)4.49
(dd, 1 H, 6'-H) 4.44(dd, 1 H, 3-H),4.39(t, 1 H, 4-H),4.10(m, 1 H, 5-H),3.45(s, 3 H,
OMe)

Kopplungskonstanten:

(h2<1Hz), (J3=5.0Hz), (d2=6.8 Hz), (ds~ 6.7 Hz), (d6= 3.7 Hz), (d¢ = 6.3 HZz),
(Jse=11.8 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDCY): & = 166.8(CO, B2), 165.5(CO, B2), 133.5, 133.29, 129.92,
129.71, 129.52, 128.93, 128.49, 128(43 C, 2B2), 106.5(C-1),81.6(C-4),77.0(C-2),71.5
(C-5),66.0(C-6),61.5(C-3),55.7(OMe)

Methyl-3-azido-2,5-di-O-benzoyl-3-desoxy-82-tosyl-(a,p)-D-allofuranosid (22):

Verbindung20 (59.8 g, 139.9 mmol) wird in 1400 ml Pyridin im

TsO
BzO o Ultraschallbad gelést und mit einem Eisbad gekuBE. wird
OMe [ Tosylchlorid (74.7 g, 391.7 mmol, 2.8 eq.) zur Zexd&sung
N5 OBz gegeben und 64 h bei Raumtemperatur geruhrt. Aefdnd

wird in vacuo eingeengt und zweimal mit Toluol coevaporiert.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE -3:1PE/EE 5:2— PE/EE— 2:1) liefert
Verbindung22 als orange-rosa Schaum (71.0 g, 122.1 mmol, 87 %)

C23H27N3093 M =581.59

Elementaranalyse: Ber.: C 57.82 %, H 4.68 %, N 7.22 %
Gef.: C 57.85 %, H 4.63 %, N 7.21 %
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DC (PE/EE 2:1): R= 0.50

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): Be604.1 [M+Na] 620.1 [M+K]
Gef.: 604.3 [M+N4]620.3 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 8.11-8.13(d, 2 H, H-arom.), 8.06-8.08(d, 2 H,
H-arom.),7.97-7.99(d, 2 K, 2 H,, H-arom.),7.74-7.77(t, 2 Hs, 2 H,, H-arom.),7.58-7.63(q,
2 Hg, 2 H,, H-arom.),7.43-7.50(m, 4 H;, 4 H,, H-arom.),5.44(d, H-2), 5.31-5.36(m, H-5,
H-5g), 5.20 (d, H-1,), 5.10 (dd, H-2), 4.98 (s, H-%) 4.47 (dd, H-6), 4.39-4.44(m, H-63,
H-6,, H-45), 4.37 (dd, H-6), 4.27-4.30(m, H-3, H-3, H-4,), 3.43 (s, (OMe)), 3.29 (s,
(OMey)y), 2.35(s, (CH™),), 2.33(s, (CH™)p)

Kopplungskonstanten:

a-Verbindung: (§,= 4.3 Hz), (d5= 7.5 Hz), (d¢ = 4.1 Hz), (d¢ = 11.3 Hz)
B-Verbindung: (d2< 1 Hz), (33=4.8 Hz), (d6¢= 3.0 Hz), (d¢ = 11.3 HZz)

¥C-NMR (150 MHz, CDC4): & = 165.7(CO, Bz,), 165.34(CO, Bz,), 165.32(CO, Bz),
165.2(CO, Bz,), 127.9-145.1(36 C, 2Bz, 2 Bz, Ts, Ts), 106.4(C-15), 101.2(C-1,), 79.3
(C-4,), 78.0(C-4), 76.8(C-25), 73.0(C-2,), 72.5(C-53), 70.9(C-5,), 67.8(C-63), 67.4(C-6,),
62.4(C-3), 59.5(C-3,), 55.63(0OMe,), 55.56(OMey), 21.59((CHs™),), 21.57((CH3™)p)

Acetyl-3-azido-2,5-diO-benzoyl-3,6-didesoxy-6-phtalimido-¢,p)-D-allofuranosid (23):

PhthN Verbindung22 (56.68 g, 101.85 mmol) wird mit 435 ml HOAc
BzO o (75 eq.) versetzt und im Ultraschallbad gel6st. \esrden
OAc | nacheinander 115 ml A© (12 eq) und 32 ml c4$0; (6 eq) zur
N; OBz essigsauren Losung gegeben. DC-Kontrolle nach 40 zmigt

das Ende der Reaktion an. Nach insgesamt 55 mid dig
Reaktionslésung in 5 Portionen aufgeteilt. Jedei®omwird wie nachfolgend beschrieben
behandelt: Die stark saure Reaktionsldsung wirgdam in ein 5 Liter Becherglas zu einer
Mischung aus 1660 ml sat. NaHg@10 ml HO, 700 ml CHCI, und 320 g Eis gegeben und
30 min gerthrt (Achtung starkes Schaumen!). Dieswgs Phase wird dekantiert und viermal
mit CH,Cl, gewaschen. Die verbleibende organische Phase mitdH,O (1000 ml)
gewaschen und die wassrige Phase im Anschluss aliemit CHCIl, extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen werden uber Mg$rocknet undn vacuo eingeengt.
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Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE-2:PE/EE 3:2) liefert Verbindung3 (62.5

g, 106.9 mmol, 96 %) als farblosen Schaum mit eiteamerenverhaltnis vom:3 = 1:3.4.

Das Anomerengemisch wurde zur NMR-spektroskopiscbetersuchung mittels HPLC
getrennt (Saule: Eurosphere 100 C-18, Firma Knaaeagdient: MeCN/HO 40 % - 90 % in
30 Minuten; Fluss: 9.0 ml/min;Rx) = 23.94 , R(B) = 24.67).

C30H24N40g M = 584.53

Elementaranalyse: Ber.: C 61.64 %, H 4.14 %, N 9.58 %
Gef.: C 61.58 %, H 4.21 %, N 9.58 %

DC (PE/EE 1:1): R= 0.40

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): Be607.1 [M+Na] 623.1 [M+K]'
Gef.: 607.1 [M+N&]623.1 [M+K]

NMR-Daten der B-Verbindung:

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 8.07-8.09(bd, 2 H,B2), 8.00-8.03(bd, 2 H,B2), 7.79-7.81
(m, 2 H,Phth), 7.67-7.69(m, 2 H,Phth), 7.60-7.63(bt, 1 H,B2), 7.54-7.58(bt, 1 H,B2), 7.47-
7.50(bt, 2 H,B2), 7.41-7.45(bt, 2 H,B2), 6.32(s, 1 H, H-1)5.70(m, 1 H, H-5)5.61(d, 1 H,
H-2),4.52(dd, 1 H, H-3)4.43(t, 1 H, H-4)4.19(dd, 1 H, H-6)4.09(dd, 1 H, H-6")1.99(s,
3 H, OAQ

Kopplungskonstanten:
(J2<1H2z), (33=4.7Hz), (d4=7.0 Hz), ds~ 7.1 Hz), (6= 9.2 HZz), (¢ = 2.8 Hz),
(J5,6'= 14.5 HZ)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 168.84, 167.85, 165.83, 165.(0C, C0),134.07, 133.84,
133.54, 131.83, 130.05, 129.92, 128.97, 128.61,5528128.52, 123.4418 C, 2Bz Phth),
98.21(C-1),81.56(C-4),76.25(C-2),72.00(C-5),61.93(C-3),38.77(C-6), 20.73(OAc)
NMR-Daten der a-Verbindung:

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 8.04-8.07(bd, 2 H,B2), 7.99-8.01(bd, 2 H,B2), 7.81-7.83
(m, 2 H,Phth), 7.69-7.71(m, 2 H,Phth), 7.60-7.63(bt, 1 H,B2), 7.55-7.58(bt, 1 H,B2), 7.46-
7.50(bt, 2 H,B2), 7.43-7.46(bt, 2 H,B2), 6.55(d, 1 H, H-1),5.65(m, 1 H, H-5),5.42(dd, 1
H, H-2),4.50(t, 1 H, H-4),4.43(dd, 1 H, H-3)4.18(dd, 1 H, H-6)4.08(dd, 1 H, H-6")2.14
(s, 3 H, OA}
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Kopplungskonstanten:
(J2=4.3Hz), (33=7.5Hz), (d4=4.4 Hz), (ds= 4.4 Hz), (6= 8.0 Hz), (¢ = 3.3 HZ),
(J5,6'= 14.5 HZ)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 169.33, 167.85, 165.57, 165.@6C, C0),134.16 133.84
133.55 131.78 129.95 129.87 128.92 128.66 128.61 128.59 123.54(18 C, 2Bz Phth),
93.69(C-1),82.91(C-4),72.31(C-2),71.14(C-5),58.68(C-3),38.38(C-6), 21.03(OAC),

(3-Azido-2,5-di-O-benzoyl-3,6-didesoxy-6-phtalimidgB-D-allofuranosyl)cyanid (24):

Verbindung23 (62.20 g, 106.4 mmol) wird in 3000 ml GEl, abs.
cN | gelést, mit TMSCN (79.8 ml, 638.5 mmol, 6 eq.) etzs und 10 min
bei RT geruhrt. AnschlieBend wird Sa@l M in CHCI,) (106 ml,
N; OBz | 106 mmol, 1.0 eq.) zugegeben und auf 60 °C erwasiath 3 h wird

PhthN

BzO o

die Reaktionslésung zu 2400 ml einer halbgesaittigte
NaHCG-Lésung gegeben und mit GEl, extrahiert. Die organische Phase wird Uber
Kieselgur filtriert. Das Filtrat wird mit Wasser \yaschen und die wassrige Phase im
Anschluss dreimal mit C}l, extrahiert. Die vereinigten organischen Phaserdereitiber
MgSO, getrocknet undin vacuo eingeengt. AnschlieRende saulenchromatographische
Reinigung (PE/EE 5:2» PE/EE 2:1) liefert Verbindung4 (40.0 g, 72.5 mmol, 68 %) als
fahlgelben Schaum.

CogH21Ns07 M =551.51

ESI-HRMS (pos. Mode, MeOH): Ber.: 574.1339 [M+N&J90.1078 [M+K]
Gef.: 574.1349 [M+Na]590.1088 [M+K]

DC (PE/EE 2:1): R= 0.48

MALDI-MS (positive mode, CHCA, Acetonitril): BeB74.1 [M+Na] 590.1 [M+K]"
Gef.: 574.1 [M+N&]590.1 [M+K]
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'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 8.07-8.09bd, 2 H,B2), 8.01-8.03(bd, 2 H,B2), 7.82-7.84
(quart., 2 H,Phth), 7.69-7.72(quart., 2 HPhth), 7.63-7.66(bt, 1 H,B2), 7.55-7.58(bt, 1 H,
B2, 7.48-7.51(bt, 2 H,B2), 7.42-7.45(bt, 2 H,B2), 5.83(dd, 1 H, H-2)5.72(m, 1 H, H-5),
4.84(d, 1 H, H-1)4.63(dd, 1 H, H-3)4.35(dd, 1 H, H-4)4.25(dd, 1 H, H-6),4.09(dd, 1 H,
H-6")

Kopplungskonstanten:

(J12= 3.4 Hz), (3= 5.3 Hz), (d4= 7.2 Hz), (d5= 5.2 Hz), (d6= 8.1 Hz), (d¢ = 3.2 Hz),
(Js.6= 14.7 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDCY): & = 167.86(CO, Phth), 165.71(CO, B2), 165.14(CO, B2),
134.25134.2Q 133.59 131.77 130.11, 129.93 128.85 128.75 128.52 127.88 123.58(18 C,
2 Bz, Phth), 115.16(CN), 82.00(C-4), 75.92 (C-2), 70.92 (C-5), 69.61 (C-1), 61.80 (C-3),
38.05(C-6)

(3-Azido-2,5-di-O-benzoyl-3,6-didesoxy-6-phtalimidoB-D-allofuranosyl)carbonsaure
(25):

Verbindung24 (39.6 g, 71.80 mmol) wird in 570 ml 4 M HCI in
coOoH | Dioxan/HO 7:3 suspendiert und auf 60 °C erwarmt.

PhthN

BzO o)

Dunnschichtchromatographische Kontrolle zeigt dasleE der
N; OBz Reaktion nach 21 h an. Die Lésung wird mit 16001Vl HCI
versetzt und finfmal mit CHg(2200 ml, 2 x 1000 ml, 2 x 500

ml) gewaschen. Die vereinigten organischen Phassdem Uber MgS©getrocknet undn

vacuoeingeengt. AnschlielRende sdulenchromatographReiegung (PE/EE 1:2> PE/EE
2:5 + 0.5 % HOAc— PE/EE 1:3 + 1 % HOAC) liefert Verbindurdp (32.66 g, 57.24 mmol,
80 %) als fahlgelben Schaum.

CaoH22N4Og M =570.51

Elementaranalyse: Ber. (M- 1.5 HO): C 58.29 %, H 4.22 %, N 9.38 %
Gef.: C 58.15 %, H 4.17 %, D%

DC (EE/PE 3:1 + 1 % HOAC ): R 0.4

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Acetonitril): Ber.: 593M+Na]" 609.2 [M+K]"
Gef.: 593.3 [M+N4]609.2 [M+K]
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'H-NMR (600 MHz, DO): & = 7.96-8.09(2 d, 4 H,B2), 7.65-7.80(2 quart, 4 H,Phth),
7.50-7.61(2t, 2 H,B2, 7.37-7.482 t, 4 H,B2), 5.89(dd, 1 H, H-2)5.77(m, 1 H, H-5),4.75
(d, 1 H, H-1),4.47(dd, 1 H, H-3)4.36(t, 1 H, H-4)4.29(dd, 1 H, H-6)4.21(dd, 1 H, H-6")
Kopplungskonstanten:

(J1,2= 2.6 Hz), (33= 5.0 Hz), (d4 = 7.6 Hz), (45~ 6.3 Hz), (4= 8.3 Hz), (d¢= 3.2 Hz),
(Jser=14.7 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDC}): 8 = 171.9(CO:H), 168.1(2 C, CO,Phth), 166.0(CO, B2),
165.4 (CO, B2), 134.07 133.78 133.38 131.78 130.04 129.86 129.01 128.59 128.56
128.42 123.48(18 C, 2Bz, Phth), 81.3(C-4),80.6 (C-1),75.9(C-2), 71.8(C-5), 62.7 (C-3),
38.6(C-6)

(3-Azido-3,6-didesoxy-6-amind-D-allofuranosyl)carbonsaure (26):

® Verbindung26 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestellt
H3N o | werden:
HO o COO
a) Verbindung?5 (152.7 mg, 267.@amol) wird auf einem Schiittler
N5 OH in 2.7 ml i-PrOH/HO 6:1 geldst. Es wird NaBH50.8 mg, 5 eq.)

zugegeben und Uber Nacht gertuhrt. Am nachsten Mazgmt sich
ein gelartiger Feststoff am Boden des Kolbens.REaktionsmischung wird mit HOAc bis zu
einem pH von 4.75 versetzt, woraufhin erneut eilaeekLosung entsteht. Die Lésung wird
nachfolgend auf 80 °C erwarmt, 2h 30min gerthrt indAnschlussin vacuo eingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung mit RP-18 Kgeselreines HO) ergibt einen rein
weillen Feststoff, der sich aus der gewlnschten efaoknosaure und NaOAc
zusammensetzt und sich mittels RP-Saulenchromatbgraicht reinigen lasst. Die Ausbeute
wird durch Berechnung der Integrale unter den NMg&len von NaOAc und des anomeren
Zuckerprotons abgeschatzt. Es ergibt sich eine éutsbvon 62 % (39 mg, 165u8n0l).

b) Verbindung25 (1.4 g, 2.54 mmol) wird in 42.4 ml EtOH (97 %) lditraschallbad gelost

und anschlieRend mit 21.2 ml Hydrazinhydrat vets@&e Losung wird in ein 80 °C warmes
Olbad gebracht, 7 min gerihrt und anschlieRenstacuo bis zur Trockne eingeengt. Der
verbleibende weil3e, wachsartige Feststoff wird ien\y Wasser geldst und mit reinem

Wasser tber eine Umkehrphasenfiltriersdule vorgegeiDas Filtrat wird einrotiert, erneut in
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wenig Wasser aufgenommen und 20 min zentrifugigt€( 8500 U/min). Der Uberstand
wird im  Anschluss vom  Préazipitat abgetrennt und eatn einrotiert.
Saulenchromatographische Reinigung mit RP-18 Kgesel(reines HO) liefert die

gewinschte Zuckeraminosa@@als rein weil3en Feststoff (2.11 mmol, 490 mg, §3 %
C7H12N405 M =232.19

ESI-HRMS (pos. mode, HD/MeOH 1:1): Ber.: 233.0880 [M+H]255.0700 [M+Na]
Gef.: 233.0845 [M+H]255.0664 [M+Na]

DC (Acetonitril/H,O 3:1): R =0.25

'H-NMR (600 MHz, BO): 6 =4.49(dd, 1 H, H-2)4.26(d, 1 H, H-1),4.07 (m, 1 H, H-5),
3.96-3.98(t, 2 H, H-3, H-4)3.21(dd, 1 H, H-6)3.07(dd, 1 H, H-6")
Kopplungskonstanten:

(h2=25Hz), (d3=4.4 Hz), (d¢= 4.1 Hz), (d¢= 6.9 HZz), (ds=13.4 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 177.9(C0O),85.1(C-1),82.7(C-4),75.9(C-2),68.5(C-5),
62.8(C-3),41.9(C-6)

(3-Azido-3,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9-methoxycarbonkamino)-p-D-allofuranosyl)-

carbonsaure (27):

FmocHN Verbindung26 (302 mg, 1.30 mmolyvird in 15 ml einer 0.2 M
HO o. COOH NaCOs-Losung gelost. Es werden 15 ml Aceton und
FmocOSu (527 mg, 1.36 mmol, 1.2 eq.) zugegeben3uhd
N5 OH bei RT gerihrt. Die L6sung wird mit 1 molarer HCif pH 4

gebracht, mit 100 ml Acetonitril/Wasser 3:1 und Kigselgel
versetzt und unter langsamer Reduktion des Drucksotert (starkes Schaumen).
Anschlie3ende saulenchromatographische Reinigurogt@Aitrii — Acetonitril/H,O 10:1)
liefert Verbindung27 (533 mg, 1.17 mmol, 90 %) als reinweil3en Feststoff
Co2H2oN4Or M =454.43

DC (Acetonitril/H,O 7:1): R =0.47

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Acetonitril): Ber.: 4TTM+Na]" 499.2 [M+K]'
Gef.: 477.2 [M+N&]499.2 [M+K]
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'H-NMR (600 MHz, DO/ds-MeCN 1:3): = 7.79-7.81(bd, 2 H,Fmog, 7.64-7.66(bd, 2 H,
Fmog, 7.38-7.41(bt, 2 H,Fmog, 7.31-7.34(bt, 2 H,Fmog, 4.39 (bs, 1 H, H-2)4.29-4.31
(m, 2 H, CH™9, 4.21(t, 1 H, CH™9, 4.16(d, 1 H, H-1),3.95-3.99(m, 2 H, H-4; H-5),
3.87(t, 1 H, H-3),3.24(dd, 1 H, H-6)3.12(dd, 1 H, H-6")

Kopplungskonstanten:
(h2=1.7Hz), (d3= B4~ 6.0 Hz), (d6= 4.4 Hz), (d6= 7.5 Hz), (4= 13.8 Hz)

3C-NMR (150 MHz, BO/ds-MeCN 1:3):6 = 158.16(CO, Fmod, 144.99 141.96 128.69
128.16 126.19 120.90(12 C,Fmod, 85.16 (C-1), 82.62 (C-4), 77.18 (C-2), 70.49 (C-5),
67.39(CH,™™9, 60.64(C-3),47.88(CH™9, 43.25(C-6)

(3-Azido-3,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9-methoxycarbonamino)-p-D-allofuranosyl)-
carbonsauremethylester (28):

FmocHN Verbindung?25 (3.00 g, 5.26 mmol) wird in 97 % EtOH (80
HO o. COOMe ml) im Ultraschallbad gel6st, schnell mit Hydrazmdhnat (40
ml, 832 mmol, 156 eq.) versetzt und 7 min bei 8Qy&tlhrt.
N3 OH Die Lésung wird an einem mit flissigem Stickstagkghlten

Rotationsverdampfer am Feinvakuum eingeengt und der
verbleibende Feststoff 6 h am Feinvakuum getrock¥idt einer kurzen Filtriersédule (6 cm
Hohe; Acetonitrii — Acetonitril/H,O 3:1) werden die aromatischen Nebenprodukte
abgetrennt. Der auf diese Weise isolierte Zuckearlfihdung26) wird in 50 ml einer 0.22
molaren NaCO;-Losung gelést, mit 56 ml Aceton und FmocOSu (2)06.02 mmol, 1.15 eq.
bezogen auf VerbinduriZp) versetzt und 12 h bei RT gerthrt. Die Losung viindAnschluss
mit 1 M HCI bis pH 4 versetzt und anschlie3end uté@gsamer Reduktion des Drucks
(starkes Schaumeni vacuo eingeengt. Der verbleibende Feststoff wird miteeikurzen
Filtriersdule (6 cm Hohe, Acetonitrib> Acetonitril/H,O 10:1) gereinigt, in Acetonitril/bO
1:1 aufgenommen und lyophilisiert. Das Rohprodukerbindung27) wird im Anschluss
mehrere Tage am Feinvakuum Uber Phosphorpentoiiocgact.

Das Rohprodukt kann auf drei unterschiedlichen Weigeden gewiinschten Methylester

uberfuhrt werden.
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a) Veresterung mit MeOH und saurem lonentauscher

Das Rohprodukt (200 mg, 0.44 mmol (theor. bei 10®étnheit)) wird in MeOH (21.3 ml)

im Ultraschalbad suspendiert und mit trockenem iNieasulfat (1.3 g) versetzt. Anschliel3end
wird lonentauscher (Amberlite IR-120"Htark saure Form) bis pH 0.9 zugesetzt und die
Reaktionsmischung 24 h bei RT mit einem Schuttleckimischt. Das Natriumsulfat wird mit
einer Fritte abgesaugt und mehrmals mit Aceton gelen. Die verbleibende Losung wird
mit 350 mg Kieselgel versetzt uil vacuoeingeengt. Saulenchromatographische Reinigung
(PE/EE 5:2— PE/EE 3:2) liefert Verbindung8 (145 mg, 0.31 mmol, 52 % ausgehend von
Verbindung25) als weil3en, kristallinen Feststoff.

b) Veresterung mit MeOH, DIC und DMAP

Das Rohprodukt (127 mg, 279 pmol (theor. bei 10R@&nheit)) wird in MeOH (5 ml)
suspendiert, mit DIC (56 pl, 361 pmol, 1.3 eq.) WMAP (24.6 mg, 201 pmol, 0.7 eq.)
versetzt und 12 h bei RT gerihrt. Die Reaktionsimiag wird zu 30 ml einer 0.1 M HCI-
Loésung gegeben und anschlieBend viermal mit EEakert (50 ml, 3 x30 ml). Die
vereinigten organischen Phasen werden tber MgigDocknet, mit 2 g Kieselgel versetzt
und in vacuo eingeengt. Saulenchromatographische ReinigungePE:2 — PE/EE 3:2)
liefert Verbindung28 (85.0 mg, 182 umol, 48 % ausgehend von VerbindB)als weil3en,
kristallinen Feststoff. Als Nebenprodukt dieser Rem entsteht DIU. Dieser lasst sich weder
durch saulenchromatographische Reinigung, nochhdurakristallisieren vom gewtinschten
Produkt abtrennen. Die Ausbeute wurde anhand degrale der Methylsignale von DIU und

des Signals des anomeren Protons von Verbind8im ‘H-NMR Spektrum bestimmt.

c) Veresterung mit MeOH, DCC und DMAP

Das Rohprodukt (1.27 g, 2.80 mmol (theor. bei 10R&nheit)) wird in MeOH (53 ml)
suspendiert, mit DCC (807 mg, 3.92 mmol, 1.4 eqd DMAP (376 mg, 3.08 mmol, 1.1 eq.)
versetzt und 12 h bei RT geriihrt. Die Reaktionsigswird anschlieRend mit 1 M HCI
neutralisiert undin vacuo eingeengt. Der Rickstand wird in Aceton aufgenomnikb
Minuten im Ultraschallbad behandelt und schwertd®r DCU mit einer Fritte abgetrennt.
Die verbleibende Losung wird mit 3 g Kieselgel wtr$ und in vacuo eingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 5:2PE/EE 3:2) liefert Verbindun@8
(643 mg, 1.37 mmol, 36 % ausgehend von VerbindBals weil3en, kristallinen Feststoff.

C23H24N407 M = 468.46
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ESI-HRMS (pos. Mode, MeOH/Aceton 1:1): Ber.: 491.15¥13-Na]"
Gef.: 491.1528 [M+N3]

DC (PE/EE 2:3): R=0.28

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Acetonitril): Ber.: 49IM+Na]" 507.1 [M+K]'
Gef.: 491.2 [M+N&]507.2 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, ¢-Aceton):é = 7.85-7.87(bd, 2 H,Fmod, 7.71-7.73(bd, 2 H,Fmog,
7.39-7.42(bt, 2 H,Fmod), 7.31-7.34(bt, 2 H,Fmod, 6.58(bs, 0.9 H, NH)5.19(d, 0.8 H, OH
an C-2),4.65(m, 1 H, H-2),4.47(d, 0.7 H, OH an C-54.38(d, 1 H, H-1),4.34(bd, 2 H,
CH,S™9), 4.24(t, 1 H, CH™), 4.05(t, 1 H, H-3),4.01(t, 1 H, H-4),3.91(m, 1 H, H-5)3.73
(s, 3H, COOMe)3.47(m, 1 H, H-6)3.41(m, 1 H, H-6")

Kopplungskonstanten:
(J12=3.8 HZ), (3= B 4= I5~ 5.6 Hz), (don= 5.3 Hz), (don= 3.8 HZ)

13C-NMR (150 MHz, @-Aceton):$ = 173.71(COOMe),158.78(CO, Fmog, 146.15 143.09
129.5Q 128.92 127.15 121.78(12 C,Fmod, 84.94(C-4), 83.89(C-1), 77.79(C-2), 72.81
(C-5),68.14(CH, ™9, 64.60(C-3),53.67(0OMe),49.07(CH ™), 45.62(C-6)

(3-Azido-3,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9-methoxycarbonkamino)-2,5-di-O-methoxymethyl-

p-D-allofuranosyl)carbonsauremethylester (29):

Verbindung28 (7.87 g, 16.82 mmol) wird in 450 ml frisch

FmocHN
MOMO o. COOMe absolutiertem THF im Ultraschallbad gelost. Es \werd
nacheinander frisch destilliertes Formaldehyddiylatietal
N; OMOM (450 ml, 5.08 mol, 300 eqg.) und in einer Glovebaxeu

Stickstoff abgewogenes Phosphorpentoxid (9.9 g)egelgen. Dunnschichtchromato-
graphische Kontrolle zeigt das Ende der Reaktiomhnd00 min bei RT an. Die
Reaktionslésung wird durch einer Fritte auf eines&gigte NaHC@L6sung (1500 ml)
filtriert und der verbleibende braune Feststoff EtO gewaschen. Die wassrige Phase wird
viermal mit E;O gewaschen (je 1200 ml). Die vereinigten orgamaciPhasen werden
anschlieBend Uber MgQ@etrocknet undn vacuo eingeengt. Saulenchromatographische
Reinigung (PE/EE 1:1) liefert Verbindu2@ (7.9 g, 14.2 mmol, 85 %) als farblose Kristalle.

C27H32N409 M = 556.56
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Elementaranalyse: Ber.: C 58.27 %, H 5.80 %, OI07 %
Gef.: C 58.23 %, H 5.77 %, N 10.06 %

DC (PE/EE 1:1): R= 0.47

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Acetonitril): Ber.: 5ZgM+Na]" 595.2 [M+K]'
Gef.: 579.4 [M+N&]595.3 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 7.75-7.77(bd, 2 H,Fmod, 7.61-7.63(bd, 2 H,Fmog,
7.38-7.41(bt, 2 H,Fmoq), 7.29-7.32(bt, 2 H,Fmog, 5.62(bs, 0.8 H, NH)4.71-4.81(m, 4 H,
CH,MM), 4.48(d, 1 H, H-1)4.44(t, 1 H, H-2),4.41(d, 2 H, CH™), 4.23(t, 1 H, CH™,
4.10(t, 1 H, H-4),3.92(t, 1 H, H-3),3.81(m, 1 H, H-5),3.76(s, 3 H, COOMe)3.54(m, 1 H,
H-6), 3.45(s, 3 H, OCH"°M), 3.41(H-6, unter OCH"°™), 3.40(s, 3 H, OCH"°M)

Kopplungskonstanten:
(J12=4.2 Hz), (d3= 4.7 Hz), (d4= k5~ 5.5 Hz)

¥C-NMR (150 MHz, CDC}): 6 = 170.63(CO.Me), 156.51 (CO, Fmod, 143.99 141.29
127.63 126.99 125.08 119.92(12 C,Fmod, 96.96(CH,"°"), 96.33(CH,""°M), 82.60(C-4),
80.35(C-1),79.57(C-2),77.09(C-5),66.72(CH, ™9, 62.00(C-3),56.11(0CH;"°™), 55.94
(OCH;Y'M), 52.52(COOCH3), 47.23(CH™9), 41.67(C-6)

(3-Azido-3,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9-methoxycarbonkamino)-2,5-di-O-methoxymethyl-
p-D-allofuranosyl)carbonséaure (30):

Verbindung29 (3.07 g, 5.52 mmol) wird in 7l Aceton im
coOOH | Ultraschallbad geldst, mit 70 ml einer 1 M J8&®; -Lésung
versetzt und 24 h bei RT geruhrt. Es wird FmocORb (mg,

FmocHN

MOMO o

N3 OMOM 0.1 eq.) zugegeben, weitere 2 h bei RT gerihrighdiefend

mit 1 M HCI neutralisiert, mit 10 g Kieselgel vetseundin
vacuo eingeengt. Das gewinschte Produkt wird saulenduwagnaphisch gereinigt
(DCM/MeOH 10:1— 4:1), getrocknet, anschlieRend in 750 ml CH&llifgenommen und mit
wassriger HCI (300 ml, pH 3) gewaschen. Die wasskipase wird dreimal mit 350 mi
CHCI; extrahiert. Trocknen der vereinigten organischehasen dber MgSO und
anschlielBendes Einengém vacuo liefert Verbindung30 (2.40 g, 4.42 mmol, 80 %) als

reinweilRen Feststoff.
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C26H30N409 M = 542.54

ESI-HRMS (pos. Mode, HO/Dioxan 1:3): Ber.: 565.1910 [M+Na]
Gef.: 565.1908 [M+N3]

Elementaranalyse: Ber.. C 57.56 %, H 5.57 %10I33 %

Gef.: C 57.50 %, H 5.65 %, N 10.26 %
DC (Acetonitril/H,O 7:1): R = 0.54

MALDI-MS (pos. mode, FA, DioxanA® 3:1): Ber.: 565.2 [M+N&]581.2 [M+K]'
Gef.: 565.3 [M+N&]581.2 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, @¢-DMSO): 6 = 7.85-7.87(bd, 2 H,Fmog, 7.70-7.72(m, 2 H,Fmod,
7.39-7.42(bt, 2 H,Fmog, 7.30-7.33(bt, 2 H,Fmod, 4.81(d, 1 H, CH"°™), 4.70(d, 1 H,
CH,"M), 4.66 (s, 2 H, CH"°M), 4.37 (bs, 1 H, H-2)4.20-4.25(m, 3 H, CH ™, CH™®),
4.17(d, 1 H, H-1),3.97(t, 1 H, H-4),3.87(t, 1 H, H-3),3.80(m, 1 H, H-5),3.35(bs, 4 H,
H-6, OCHM°M), 3.27(bs, 4 H, H-6", OCH"M)

Kopplungskonstanten:
(Jh2=2.6 HZ), (d3~ 4= h5~ 6.0 Hz)

¥C-NMR (100 MHz, ¢-DMSO): § = 173.22(CO,H), 156.21(CO, Fmod, 143.82,143.73
140.55 127.45 126.92 125.27, 119.9112 C, Fmod, 95.30 (CH,"°M), 94.80 (CH,""™),
82.79 (C-1), 80.63 (C-4), 79.73 (C-2), 75.02 (C-5), 65.51 (CH,"™9), 61.83 (C-3), 55.06
(OCH;YM), 54.96(0CH;""M), 46.54(CH™9, 40.70(C-6)
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(3-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-3,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-
2,5-di-O-methoxymethyl$-D-allofuranosyl)carbonsaure (31):

Verbindung30 (73.3 mg, 135 pmol) wird in 10 ml THF gelost
cooH | und anschlieBend mit BocON (53.2 mg, 216 pmol, €g6

FmocHN

MOMO o

versetzt. Die Mischung wird auf -30 °C gekihlt und
BocHN OMOM anschlieend mit einer 1 molaren Losung von PMeTHF
(150 pul, 1.1 eq.) versetzt. Nach 15 Minuten wird &#sbad
entfernt und 19 h bei RT gerihrt. Die Reaktionshusiy wird mit Kieselgel versetzt und

dreimal mit Toluol coevaporiert. Saulenchromatograghe Reinigung (DCM/MeOH 103
5:1) liefert Verbindun@1 (35 mg, 57 umol, 42 %) als fahlgelbes Ol.

C31H40N2011 M = 616.66

ESI-HRMS (pos. Mode, HO/Dioxan 1:3): Ber.: 639.2530 [M+Na]
Gef.: 639.2519 [M+N4]

DC (Acetonitril/H,O 7:1): R =0.40

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Dioxani® 3:1): Ber.: 639.3 [M+N4]655.2 [M+K]
Gef.: 639.3 [M+N4&]655.2 [M+K]

¥C-NMR (150 MHz, ¢-DMSO): § = 156.17 155.15(2 C, CO,Fmog Bod), 143.82 142.47
140.57 139.32 137.33, 128.83, 127.48, 127.19, 126.99, 125.27,2B2 119.912 C,Fmogd,
94.92 (CH,Y"M), 94.23 (CH,M°M), 83.59(C-1), 80.04 (C-4), 78.34 (C-2), 77.89 (CMe5>®),
74.31 (C-5), 65.42 (CH, ™9, 55.10 (C-3), 54.79 (OCHM®M), 54.74 (OCHM°M), 46.63
(CH™9, 39.97(C-6),28.08(CH:")

(3-Azido-6-(tert.-butyloxycarbonylamino)-3,6-didesoxy-2,5-di©-methoxymehtyl$-D-

allofuranosyl)carbonsaure (32):

Verbindung?29 (2.02 g, 3.62 mmol) wird in 76 ml MeOH im
cooH | Ultraschallbad suspendiert, mit 13.8 ml einer 2 M
Na&COs -LOsung versetzt und 30 h bei RT gerthrt. Es wird

BocHN

MOMO o

Nz OMOM Boc,O (1.19 g, 5.44 mmol, 1.5 eq.) gelést in 14 ml MeOH

zugegeben und weitere 36 h bei RT gerthrt. Andéahd wird
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mit 1 M HCI neutralisiert undn vacuo eingeengt. Saulenchromatographische Reinigung
(DCM/MeOH 10:1— 4:1) liefert Verbindun®2 (1.39 g, 3.30 mmol, 91 %) als farbloses Ol.

Ci16H28N4Og M = 420.41
DC (Acetonitril/H,O 7:1): R = 0.42

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Acetonitril): Ber.: 423M+Na]" 459.1 [M+K]'
Gef.: 443.1 [M+N&]459.0 [M+KT

'H-NMR (600 MHz, ¢-DMSO): 6 =4.81(d, 1 H, CH"°M), 4.68(t, 2 H, CH"°M), 4.63(d,
1 H, CHYM), 4.33(bs, 1 H, H-2)4.11(bs, 1 H, H-1)3.92(t, 1 H, H-4),3.84(m, 1 H, H-3),
3.77(m, 1 H, H-5),3.35(s, 3 H, OCH"°M), 3.29(s, 3 H, OCH"*M), 3.26 (m, 1 H, H-6),
3.15(m, 1 H, H-6"),1.37(s, 9 H, CH®

Koppungskonstanten:
(\]3,4z J5~5.6 HZ)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): 6 = 173.29(CO,H), 155.61(CO, Bod), 95.52(CH,"°M), 94.89
(CH,M), 82.40(C-1), 80.76(C-4), 79.58(C-2), 77.42 (CMe5s*®) 75.16(C-5), 61.57 (C-3),
55.12(0CH;"°™), 54.99(OCH;Y°M), 40.55(C-6),28.15(CH;")

(6-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-3,6-didesoxy-3-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-

2,5-di-O-methoxymethyl$-D-allofuranosyl)carbonsaure (33):

BocHN Verbindung 32 (1.37 g, 3.26 mmol) wird mit 360 mg Pd/C
MOMO o. GOOH (10 %) versetzt. Es wird MeOH (90 ml) zugegeben und
anschlieBend unter eineptAtmosphare (Normaldruck) 140 min
FmocHN OMOM bei RT geruhrt. AnschlieRend wird Uber Kieselguiilatert, die

filtrierte LOsungin vacuo eingeengt und mehrere Stunden am Feinvakuum gewbcEs
werden NaCOs; (829 mg, 7.82 mmol, 2.4 eq.) in 40 mp® und FmocOSu (1.43 g, 4.24
mmol, 1.3 eq) in 40 ml Aceton gel6st, zum getrot&neeststoff gegeben und 12 h bei RT
geruhrt. AnschlieRend wird mit 1 M HCI neutralisiend in vacuoeingeengt. Das Produkt
wird sdulenchromatographisch gereinigt (DCM/MeOH116 4:1), getrocknet, anschlie3end
in 500 ml CHC} aufgenommen und mit wassriger HCI (150 ml, pH 8yagschen. Die

wassrige Phase wird dreimal mit 250 ml CglG@xtrahiert. Trocknen der vereinigten
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organischen Phasen Uber MgS@hd anschliel3endes Einengeanvacuoliefert Verbindung
30(1.57 g, 2.55 mmol, 78 %) als reinweil3en Feststoff

C31H40N2011

M = 616.66

ESI-HRMS (pos. Mode, HO/Dioxan 1:3): Ber.: 639.2530 [M+Na]

Gef.: 639.2524 [M+N4]

DC (Acetonitril/H,O 7:1): R =0.47

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, Dioxani® 3:1): Ber.: 639.3 [M+NA4]655.2 [M+K]

Gef.: 639.4 [M+N&]655.4 [M+K]

'H-NMR (600 MHz, ¢-DMSO): = 7.87-7.89(bd, 2 H,Fmog, 7.68-7.73(q, 2 H,Fmog,
7.39-7.42(bt, 2 H,Fmog, 7.29-7.32(bt, 2 H,Fmod, 4.76 (d, 1 H, CH"°M™), 4.70(d, 1 H,
CHMM), 4.56(d, 1 H, CHYM), 4.51(d, 1 H, CH"°M), 4.27-4.32(m, 2 H, CH ™), 4.20
(1 H, CH™9, 4.15(bs, 2 H, H-1, H-2)4.06(m, 1 H, H-3),3.94(bd, 1 H, H-4)3.75(m, 1 H,
H-5), 3.26 (s, 3 H, OCH"°™), 3.16-3.20(m, 4 H, H-6", OCH"°™), 3.13(m, 1 H, H-6"),1.36

(s, 9 H, CH®

13C-NMR (150 MHz, ¢-DMSO): § = 17458 (CO,H), 155.73 155.64(2 C, CO,Fmoc Bod),
143.89143.70 140.71 127.61 126.99 125.22 120.08(12 C,Fmog, 95.42(CH,"°M), 94.44
(CH,MM), 83.04 (C-1), 80.19 (C-4), 78.28 (C-2), 77.44 (CMe3®™), 74.28 (C-5), 65.54
(CH,™™9, 54.89 (OCH:"°M), 54.78 (OCH;"M), 53.34(C-3), 46.62 (CH™9), 40.04 (C-6),

28.24(CHs")

3-Azido-3-desoxyp-D-allopyranose (34):

OH
0

HO/%/OH
OH

N3

Verbindung35 (3.90 g, 10.45 mmol) wird in 20 ml MeOH p.a.
geldést und mit 2.6 ml einer 0.4 M NaOMe-Ldsung ie@®H (0.1
eq.) versetzt. Nach 6 h wird lonentauscher AmleerliR-120

(H*-Form) bis zur Neutralisation zugegeben und ans@keind

abfiltriert. Einengen der Reaktionslosuirg vacuo liefert Verbindung34 als wachsartigen
weil3en Feststoff (1.93 g, 9.4 mmol, 90 %).

Neben derp-Pyranoseform wurden im NMR-Spektrum auch geringfgéigMengen der

a-Pyranose-, sowie der undp-Furanoseformen detektiert.
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CGH11N305 M = 205.17

Elementaranalyse(M+0.75 H0): Ber.: C 32.95 %, H 5.76 %, N 19.22 %
Gef.: C 33.04 %, H5.71 %, N 19.25 %

DC (EE/MeOH 9:1): R=0.33

MALDI-MS (pos. mode, DHB, MeCN/A®D 1:1): Ber.: 206.1 [M+H] 228.1 [M+Na]
Gef.: 206.1 [M+H] 228.1 [M+Na]

'H-NMR (600 MHz, DO): & = 4.67(dd, 1 H, 1-H), 4.09(dd, 1 H, 3-H), 3.68-3.70(m, 1 H,
6-H, 4-Hy), 3.56(m, 2 H, 5-H), 3.52(dd, 1 H, 6"-H)), 3.42(dd, 1 H, 2-H))

Kopplungskonstanten:
(J12=8.2 Hz), (33= 3.6 Hz), (d4= 3.4 Hz)

13C-NMR (150 MHz, DO): 8 = 92.87(C-1), 73.46 (C-5), 69.98 (C-2), 66.37 (C-3), 65.91
(C-4),60.18(C-6)

Acetyl-2,4,6-tri-O-acetyl-3-azido-3-desoxy-D-allopyranosid (35):

Verbindung35 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestelitien:

a) Verbindung3 (5.30 g, 18.57 mmol) wird in 180 ml 60%iger

OAc
AcO Q Ameisenséaure suspendiert und 16 h bei RT geruhd. Kare
OAc
OAc Reaktionslésung wirdn vacuo eingeengt und das vollstandig

N3

entschitzte Produkt sdulenchromatographisch nmeneiEE vom
formylierten Nebenprodukt getrennt. Das formyligdebenprodukt wird in 70 ml MeOH p.a.
geldst, mit 2.15 ml einer 0.4 M NaOMe-L6sung in Mé¢®ersetzt und 2 h bei RT geruhrt.
Danach wird lonentauscher Amberlite IR-120"{Fbrm) bis zur Neutralisation zugegeben
und anschlie3end abfiltriert. Nach Einengenacuowerden die vereinigten Feststoffe in 260
ml Pyridin abs. geldst, mit 130 ml 4@ versetzt und Uber Nacht gerthrt. Einengen der
Reaktionslésungn vacuound anschlielende séulenchromatographische Remi(RE/EE
4:1) liefert Verbindung5 als farbloses Ol (6.31 g, 16.91 mmol, 91 %).

b) Verbindung3 (2.18 g, 7.64 mmol) wird in 76.4 ml 2 M HCI im isschallbad gel6st und
6 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsldsung wiml vacuo eingeengt. Das verbleibende

dunkelbraune Ol wird in 110 ml Pyridin abs. im ldichallbad geldst, im Anschluss mit 55
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ml Essigsaureanhydrid versetzt und Uber Nacht gernengen der Reaktionslosuny
vacuo und anschlieBende saulenchromatographische Remig(PE/EE 4:1) liefert
Verbindung35 als farbloses Ol (2.00 g, 5.35 mmol, 70 %).

In beiden Fallen wurden im NMR-Spektrum geringfiggigverunreinigungen der

korrespondierendem-Pyranose-, sowie der undp-Furanoseformen detektiert.
C14H19N309 M = 373.32

Elementaranalyse: Ber.: C 45.04 %, H 5.13 %, N 11.26 %
Gef.: C 45.24 %, H 5.23 %, N 11.17 %

DC (PE/EE 3:1): R= 0.26

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 39¢M+Na]" 412.2 [M+K]
Gef.: 396.2 [M+N&]412.1 [M+K]

IR (dunner Film auf NaCl-Fenster2109(mittel, Azid), 1751 (stark, Carbonyl)

'H-NMR (250 MHz, CDC}): 6 =5.96 (d, 1 H, H-1),4.92-4.99(m, 2 H, H-2, H-4)4.47 (t,
1 H, H-3),4.29(dd, 1 H, H-6)4.10-4.21(m, 2 H, H-5-H, H-6")2.13(s, 3 H, OAc)2.12(s,
3 H, OAc),2.11(s, 3 H, OAc)2.08(s, 3 H, OAC)

Kopplungskonstanten:
('Jl,2: 8.5 HZ), (,’335 J3’4: 3.4 HZ), (3,6: 4.2 HZ), (d,G’: 1.9 HZ), (é,B’: 12.3 HZ)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): 6 = 170.57(C0O), 169.32(CO), 169.21(CO), 168.90(C0O),
89.81(C-1), 70.88(C-5), 69.30 (C-2), 66.87 (C-4), 61.82 (C-6), 60.79 (C-3), 20.82 (CH),
20.67(CHs), 20.48(CHs), 20.45(CHs)

4,6-Di-O-acetyl-3-azido-3-desoxy-1,D-(1-exo-cyanoethyliden)a-D-allopyranose(36):

OAG Verbindung35 (189 mg, 506 pmol) wird in 7.5 ml absolutem i
Aco/&‘ unter Argon gelost und mit TMSCN (317 ul, 2.53 mmbl eq.)

N, 00 versetzt. Es wird eine 1 M Sn€llésung in CHCI, (101 pl, 101 pmol,
K 0.2 eq.) zugegeben, 18 h bei RT geruhrt und di&elbraun gefarbte
Reaktionslésung anschlieRend zu 23 ml einer ggt&itiNaHCGQ-

Losung gegeben. Die wassrige Phase wird dreimalQHiCl, (je 30 ml) extrahiert. Die
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vereinigten organischen Phasen werden anschliekfleexdMgSQ getrocknet undn vacuo
eingeengt. Sdulenchromatographische Reinigung @BI/E) liefert Verbindun@6 (38 mg,
111 pumol, 22 %) als farblose Kristalle.

Als Nebenprodukt dieser Reaktion entsteht Verbigd@@ (57 mg, 168 pmol, 33 %).

Zusatzlich wird ein Teil des eingesetzten Eduk&i(ly), 62 pmol, 12 %) zurtick gewonnen.
C13H16N407 M = 340.29

Elementaranalyse Ber.: C 45.88 %, H 4.74 %, N 16.46 %
Gef.: C 45.62 %, H 4.55 %, N 16.31 %

DC (PE/EE 3:1): R=0.34

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 368M+Na]" 379.2 [M+K]
Gef.: 363.1 [M+N&]379.1 [M+K]

'H-NMR (250 MHz, CDCJ): 6 =5.81(d, 1 H, H-1),5.35(m, 1 H, H-4),4.69 (ddd, 1 H,
H-2),4.26(dd, 1 H, H-6)4.18(dd, 1 H, H-6")3.97(ddd, 1 H, H-5)3.50(dd, 1 H, H-3)2.16
(s, 3 H, OAC)2.09(s, 3 H, OAC)1.96(s, 3 H, CH)

Kopplungskonstanten:

(J12=5.6 Hz), (d3= 2.9 Hz), (d2= 1.0 Hz), (d2 = 6.1 Hz), (45 = 6.9 Hz), (d¢= 3.4 Hz),
(Js6=5.2Hz), (de=12.1 Hz)

13C-NMR (100 MHz, CDC}): = 170.35(CO), 169.93(C0), 116.39(CN), 99.08(Dioxolan
C), 98.48 (C-1), 74.13 (C-2), 70.25 (C-5), 65.50 (C-4), 63.48 (C-6), 55.03 (C-3), 24.01
(Dioxolan CH), 20.61(CHs), 20.60(CHs)
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Tetrazol (37):

OAC Verbindung35 (157 mg, 421 pmol) wird in 4 ml absolutem £CHp unter
AcO @) Stickstoff vorgelegt und mit TMSCN (263 pl, 2.10 winb eq.) versetzt.
o) Im Anschluss wird eine 1 M SngELésung in CHCI, (505 ul, 505 pmol,

B\ e
Eu />/< 1.2 eq.) zugegeben, 2 h bei 60 °C geruhrt und dikkelbraun gefarbte
"N

Reaktionslésung anschlieBend zu 30 ml einer QgsHitti

NaHCO-Lésung gegeben. Die wassrige Phase wird dreimaCiiCl, (je 40 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden ansehieRiber MgS® getrocknet undn
vacuo eingeengt. Saulenchromatographische ReinigungE@®E/1) liefert Verbindung7
(93 mg, 273 umol, 65 %) als farblose Kristalle.

C]_3H 16N407 M = 340.29

Elementaranalyse: Ber.: C 45.88 %, H 4.74 %, N 16.46 %
Gef.: C 45.83 %, H 4.79 %, N 16.52 %

DC (PE/EE 2:1): R=0.32

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 368M+Na]” 379.1 [M+K]
Gef.: 363.1 [M+N&]379.1 [M+KT

'H-NMR (250 MHz, CDC)): 6 =5.73(d, 1 H, H-1)5.59(dd, 1 H, H-3)5.08(dd, 1 H, H-4),
4.89(dd, 1 H, H-2),4.28(dd, 1 H, H-6),4.16 (dd, 1 H, H-6"),3.45(m, 1 H, H-5),2.16 (s,
3 H, OAc),1.98(s, 3 H, OACc),1.95(s, 3 H, Dioxolan Ch)

Kopplungskonstanten:

(h2=3.9 Hz), (d3=5.8), (34= 3.1 Hz), (45 = 10.5 Hz), (J6 = 3.9 Hz), (d¢ = 2.1 Hz),
(Jss=12.4 Hz)

'H-NMR (600 MHz,ds-DMSO): 6 = 5.76(d, 1 H, H-1),5.74(dd, 1 H, H-3)5.43(dd, 1 H,
H-2),5.20(dd, 1 H, H-4)4.15(dd, 1 H, H-6)4.03(dd, 1 H, H-6")3.34(m, 1 H, H-5),2.16
(s, 3 H, OAC)1.98(s, 3 H, OAC)1.95(s, 3 H, Dioxolan Ch)

Kopplungskonstanten:
(h2=3.9Hz), (§3=5.6 Hz), (d4=3.1 Hz), (d6=4.3 Hz), (d¢ = 1.5 HZ), (d¢ = 12.5 HZ)

3C-NMR (150 MHz, ¢-DMSO): 8 = 169.97 (CO), 169.13 (CO), 155.20 (C-Tetrazol),
100.97(Dioxolan C),97.85(C-1), 68.32(C-2), 65.22 (C-4), 63.68(C-5), 61.38(C-6), 55.52
(C-3),20.67(CHg), 20.51(CHs), 19.73(Dioxolan CH)
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Tetrazol (38):

OH Verbindung 37 (140 mg, 412 pmol) wird in 4.1 ml Methanol p.a.
HO/&&‘ vorgelegt und mit einer 0.05 M NaOMe-Ldsung (410Qu05 eq.) versetzt.
0O Nach 14 h wird lonentauscher Amberlite IR-120"Fbrm) bis zur

-N (@]
’}'. />/< Neutralisation zugegeben und anschlie3end abiftltriEinengen der
N\

N Reaktionslésungn vacuoliefert Verbindung38 als wachsartigen weil3en
Feststoff (88 mg, 345 umol, 84 %).

CgH12N405 M = 256.22

Elementaranalyse(M+0.25 H0): Ber.: C 41.46 %, H 4.83 %, N 21.49 %
Gef.: C 41.62 %, H5.12 %, N 21.54 %

DC (EE/PE 9:1): R=0.19

'H-NMR (600 MHz, DO): 6 =5.85(d, 1 H, H-1),5.57(dd, 1 H, H-3),5.23(dd, 1 H, H-2),
4.30(dd, 1 H, H-4)3.74-3.80(m, 2 H, H-6, H-67)3.07(m, 1 H, H-5),2.07(s, 3 H, Dioxolan
CHy)

Kopplungskonstanten:

(h2=3.9Hz), (d3=5.5Hz), (d4=3.0 Hz), (d5=10.2 Hz)

13C-NMR (150 MHz, ¢-DMSO): = 156.41(Tetrazol C);102.15(Dioxolan C),99.16(C-1),
70.35(C-2),68.88(C-5),65.27(C-4),60.63(C-6),59.83(C-3),19.87(Dioxolan CH)

Benzoyl-3-azido-2,4,6-triO-benzoyl-3-desoxyg-D-allopyranosid (39):

Verbindung34 (1.01 g, 4.92 mmol) wird in 8 ml absolutem Pyridin

OBz
BZO/&&/OB gel6st, unter Kihlung in einem Eisbad mit Benzoldal (11.4 ml,
z
OBz 98.5 mmol, 5 eq. pro OH-Gruppe) versetzt und 24iHR3 geruhrt.

N3

Die Reaktionslosung wirth vacuoeingeengt. Der Ruckstand wird
in EE (160 ml) aufgenommen, nacheinander miOH80 ml) und gesattigter NaHGO
Lésung (100 ml) gewaschen und anschlieRend UberQyig®trocknet. Einengeim vacuo
und anschlipende saulenchromatographische Reinigung (PE/EE83:1 — 3:1) liefern
Verbindung39 (2.34 g, 3.78 mmol, 77 %s farblosen Schaum.
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Im NMR-Spektrum von Verbindung39 wurden geringfligige Verunreinigungen der
korrespondierendem-Pyranose-, sowie der undp-Furanoseformen detektiert.

C34H27N309 M =621.59

ESI-HRMS (pos. mode, MeOH) : Ber.: 644.1645 [M+N#60.1384 [M+K]
Gef.: 644.1663 [M+N4]660.1402 [M+K]

DC (PE/EE 4:1): R= 0.42

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 644\2+Na]” 660.2 [M+K]
Gef.: 644.5 [M+N4]660.6 [M+K]

'H-NMR (250 MHz, CDC}): & = 7.99-8.09(m, 8 H,B2), 7.36-7.65(m, 12 H,B2) 6.49 (d,
1 H, H-1),5.59(dd, 1 H, H-2)5.52(dd, 1 H, H-4)4.82(t, 1 H, H-3),4.62-4.69(m, 2 H, H-5,
H-6), 4.47(dd, 1 H, H-6")

Kopplungskonstanten:
(h2=8.5Hz), (33= 3.4 Hz), (d4= 3.3 Hz), (45=9.7 HZz), (d6= 5.0 Hz), (ds=12.9 HZ)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 166.10(C0O), 165.02(CO), 164.98(CO), 164.67 (CO),
133.85 133.74 133.7Q 133.09 130.14 130.03 129.81 129.65 128.75 128.64 128.6Q
128.58 128.51 128.47 128.4Q 128.36(24 C, C-arom.)90.81 (C-1), 71.24 (C-5), 69.61
(C-2),68.05(C-4),62.97(C-6),61.56(C-3)

Hydraziniumacetat (40):

Hydrazinhydrat (150 ml, 154.5 g, 3.09 mol) wird techn.
EtOH (900 ml) unter Eiskuhlung geldst. Es wird Esg (180
ml) tUber einen Zeitraum von 1 h langsam zugetrdpftAnschluss wird das Eisbad entfernt

H,N——NH, ® HOAc

und die Reaktionsmischung 2 h bei RT geruhrt. Deak®onslosung wird auf 400-500 ml
vacuo eingeengt und Uber Nacht bei 0 °C stehengelag3enausgefallene Feststoff wird
abfiltriert und 24 h am Feinvakuum getrocknet. Mahalt Verbindungd0 (227.40 g, 2.47
mol, 80 %) als reinwgen Feststoff, der ohne weitere Aufreinigung flr

Deacylierungsexperimente genutzt werden kann.

Auf eine Charakterisierung wurde aufgrund der Ti&izles Produkts verzichtet.
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3-Azido-2,4,6-tri-O-benzoyl-3-desoxy+¢,p)-D-allopyranose (41):

Verbindung41l entsteht als Zwischenprodukt bei der Synthese von

OBz
Bzo/&\ﬁ Verbindung 42 aus Verbindung 39. Verbindung 41 wurde
OBz OH MALDI-spektroskopisch nachgewiesen.

N3
C27H23N30g M =517.49
MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 52[M+Na]* 556.2 [M+K]'

Gef.: 540.4[M+N4] 556.4 [M+K]

Acetyl-3-azido-2,4,6-tri-O-benzoyl-3-desoxy-¢,p)-D-allopyranosid (42):

Verbindung39 (1.54 g, 2.48 mmol) wird in 10 ml abs. DMF bei

OBz
Bzo/% 50 °C unter Ruhren gel6st. Im Anschluss wird Hydramacetat
OBz OAc (274.4 mg, 2.97 mmol, 1.2 eq.) in 2 ml abs. DMFpsusliert, zur

N3

Zuckerldsung gegeben und 3 h bei 50 °C geruhrt. Die
Reaktionsmischung wird mit EE (70 ml) verdinnt wemaschlielend mit 50 ml Portionen
gesattigter NaCl-L6ésung gewaschen, bis kein Salarraasfallt. Die organische Phase wird
Uber MgSQ getrocknetjn vacuoeingeengt und der entstehende Feststoff anschtief
einer kurzen Filtriersaule gereinigt (PE/EE 3:1).

Der so gewonnene fahlgelbe Feststoff wird in 2.5atvdolutem Pyridin geldst, mit 2.5 ml
Ac,0 versetzt und 12 h bei RT gerthrt. Nach EinenganReaktionslosungqm vacuowird
dreimal mit Toluol coevaporiert. Anschiende saulenchromatographische Reinigung
(PE/EE 5:1) liefert Verbindung?2 als farblosen Schaum (565 mg, 1.01 mmol, 41 %) mit

einem Isomerenverhéltnis vonp = 1:3.
Ca9H25N30q M = 559.52

Elementaranalyse Ber.: C 62.25 %, H 4.50 %, N 7.51 %
Gef.: C 62.22 %, H 4.41 %, N 7.65 %

DC (PE/EE 3:1): R= 0.37

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 58\2+Na]” 598.2 [M+K]
Gef.: 582.3 [M+N&]598.3 [M+K]
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'H-NMR (600 MHz,CDCly): § =7.41-8.08(3 m, 3Bz, 3Bz), 6.48(d, H-1,), 6.28(d, H-15),
5.54(t, H-2,), 5.46 (dd, H-4), 5.40(dd, H-4), 5.33(dd, H-2), 4.80(t, H-3,), 4.77 (t, H-3;),
4.68 (M, H-5,), 4.64 (dd, H-6), 4.62 (dd, H-), 4.57 (M, H-5), 4.44 (dd, H-67), 4.43 (dd,
H-675), 2.24(s, 3 H, OAg), 2.07(s, 3 H, OAg)

Kopplungskonstanten defrVerbindung:
(J12= 3.8 Hz), (3= 3.9 Hz), (d4= 3.4 Hz), (d5=10.1 Hz), (J6 = 2.4 Hz), (d¢ = 4.1 H2)
(JG,G' =12.3 HZ)

Kopplungskonstanten d@éfVerbindung:
(h2=8.4 Hz), (d3= 3.4 Hz), (d4a= 3.2 Hz), (45 = 9.9 Hz), (d6 = 2.3 HZ), (d¢ = 4.6 Hz)
(J6,6' =12.2 HZ)

¥C-NMR (100 MHz, CDC}): & = 169.12(CQ,***"), 169.07 (CQ**Y), 166.11 (CQ),
166.09 (CQ), 164.89 (CQ), 164.87(2x CQ;), 128.39-133.8936 C, 3xBz, 3x Bz), 89.99
(C-15), 88.46 (C-1,), 71.05 (C-53), 69.75 (C-2;), 68.40 (C-2,), 67.75 (C-4s), 67.21 (C-4,),
66.14 (C-5,), 62.84 (C-6;), 62.54 (C-6,), 61.25 (C-3;), 58.88 (C-3,), 20.98 ((CHs),), 20.87

((CHz)g)

Tetrazol (43):

Verbindung 42 (49.4 mg, 88.3 pumol) wird in 2 ml absolutem

OBz
Bzo/&‘ Nitromethan unter Argon vorgelegt und mit TMSCN 11dl, 883 pmol,

N 9o 10 eq.) versetzt. BFOE®L wird alle 30 Minuten in Portionen zu je 2 pl
’\I, />/kPh zugegeben, bis bei dunnschichtchromatographischamtrélle kein
N\

N Edukt mehr zu erkennen ist. Nach Beendigung dektiveawird die

dunkelbraun gefarbte Reaktionslésung zu 20 ml egaséttigten NaHC£LOsung gegeben
und die wassrige Phase dreimal mit/CH (je 30 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden im Anschluss Uber MgSQ@etrocknet undin vacuo eingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 2:19rtiéerbindungd3 (23.4 mg, 44.2 pmol,
50 %) als fahlgelbes Ol.

CagH22N407 M = 526.50
ESI-HRMS (pos. mode, MeOH) : Ber.: 565.1112 [M*K]

Gef.: 565.1111 [M+K]
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DC (PE/EE 4:1): R= 0.28

MALDI-MS (positive mode, DHB, Dioxan): Ber.: 549\2+Na]” 565.2 [M+K]
Gef.: 549.2 [M+N&]565.2 [M+K]

'H-NMR (250 MHz, CDC}): & = 7.41-8.17(4 m, 15 H, arom.)5.94(d, 1 H, H-1),5.79(dd,
1 H, H-3),5.68(dd, 1 H, H-4)5.17(dd, 1 H, H-2)4.68(dd, 1 H, H-6,)4.44(dd, 1 H, H-6"),
3.86(m, 1 H, H-5)

Kopplungskonstanten:

(J12 = 3.9 Hz), (3= 5.8 Hz), (d4= 3.0 Hz), (45 = 10.4 Hz), (J6= 2.3 Hz), (d¢= 4.0 Hz),
(Jss=12.5 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDCY): & = 165.83(CO), 165.31(CO), 155.96(Tetrazol C)134.13

133.33 131.83 130.85 130.30 129.74 129.32 128.74 128.62 128.45 128.36 126.38(18 C,
C-arom.),102.82 (Dioxolan C),98.55 (C-1), 69.39 (C-2), 66.39 (C-4), 64.64 (C-5), 61.94
(C-6),56.09(C-3)

Trimethylsilyl-3-azido-3-desoxy-2,4,6-triO-trimethylsilyl-( a,p)-D-allopyranosid (44):

OTMS Verbindung34 (374 mg, 1.82 mmol) wird in 9.1 ml abs. DMF
TMSO/&&/OTMS unter Argon vorgelegt, mit abs. 3Bt (1.13 ml, 8.03 umol, 1.1

N, OTMS eg. pro OH-Gruppe) versetzt und 5 min geruhrt. §ibwach

gelbe Reaktionslosung wird mit einem Eisbad gekiimd
anschli@end frisch destilliertes TMSCI (1.03 ml, 8.03 mmdl,l eqg. pro OH-Gruppe)
zugetropft (Rauchentwicklung). Es wird 30 min bé@und weitere 18 h bei RT geruhrt. Der
Abbruch der Reaktion erfolgt durch Zugabe von 50Rahtan und Eis. Die wéssrige Phase
wird viermal mit Pentan extrahiert und die veretargorganischen Phasen zweimal miOH
gewaschen. Trocknen der organischen Phasen UbeOMg® einengenn vacuo liefert
Verbindung44 (848 mg, 1,71 umol, 93 %) als fahlgelbes Ol.

Im NMR-Spektrum von Verbindungd4 wurden geringfligige Verunreinigungen der
korrespondierendem-Pyranose-, sowie der undp-Furanoseformen detektiert.

Fur die Elementaranalyse wurde das Produkt zusktzlestilliert, wobei ein farbloses Ol

erhalten wurde.
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C13H43N305Si4 M = 493.89

Elementaranalyse Ber.: C 43.77 %, H 8.78 %, N 8.51 %
Gef.: C 43.88 %, H 8.63 %, N 8.61 %

DC (PE/EE 20:1): R= 0.50
Siedepunkt 90 °C (3.610° mbar)

ESI-MS (positive mode, MeOH): Ber.: 516.2 [MaN 532.2 [M+K]'
Gef.: 515.9 [M+N&]531.8 [M+K]

'H-NMR (600 MHz,CDCL): & =4.73(d, 1 H, H-1),3.80(dd, 1 H, H-4)3.77(t, 1 H, H-3),
3.71(dd, 1 H, H-6),3.64 (dd, H-6),3.59 (ddd, 1 H, H-5)0.17 (s, 9 H, Si(CH)3), 0.16 (s,
9 H, Si(CH)3), 0.15(s, 9 H, Si(CH)3), 0.10(s, 9 H, Si(CH)3)

Kopplungskonstanten:
(J12= 7.3 Hz), (d3= 3.65 Hz), (d4= 3.3 Hz), (5= 9.2 HZ), (d6= 1.8 HZz), (6= 4.5 H2z),
(J5,6'= 11.0 HZ)

13C-NMR (150 MHz, ¢-DMSO): & = 95.17(C-1), 74.40(C-5), 73.27 (C-2), 68.08 (C-3),
67.80(C-4),61.68(C-6),0.31(Si(CHs)3), 0.26 (Si(CH)3), 0.13(Si(CHg)3), -0.47(Si(CHs)s)

Acetyl-2,5,6-tri-O-acetyl-3-azido-3-desoxy«,)-D-allofuranosid (45):

ACO Verbindung5 (271 mg, 1.24 mmol) wird in Pyridin (10 ml) gelpst
AcO 0 anschlieBend mit AO (5 ml) versetzt und 12 h bei RT gerihrt. Die
OAC Losung wird in vacuo eingeengt und mit Hilfe einer kurzen

N5 OAc Kieselgelsdule (PE/EE 2:1) gereinigt. Die vereiamt

Produktphasen werden getrocknet, in einer Mischaugy HOAc (4.92 ml), A®© (1.29 ml)
und c-BHSO, (360 ul) gelést und 90 min bei RT gerihrt. Die Realsmischung wird
anschlie3end zu einer gesattigten NalHCGsung gegeben. Die wassrige Phase wird dreimal
mit CH,CI, (je 30ml) extrahiert, die vereinigten organischehasen anschlieBend Uber
MgSOy getrocknet unah vacuoeingeengt. Sdulenchromatographische Reinigundg=E211)
liefert Verbindung 45 (386 mg, 1.03 pmol, 83 %) als farbloses Ol mit egin

Isomerenverhaltnis vom g = 1:4.
C14H19N309 M= 373.31
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ESI-HRMS (pos. Mode, MeOH): Ber.: 396.1091 [M+Nal]
Gef.: 396.0990 [M+NA]

DC (PE/EE 2:1): R=0.26

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 =6.37(d, H-1,), 6.12(s, H-%), 5.31(d, H-2)), 4.92-4.99(m,
H-2,, H-5;, H-5,), 4.45(dd, H-6), 4.38(dd, H-6,), 4.26 (t, H-4,), 4.17-4.22(m, H-4;, H-3,),
4.11-4.16(m, H-3, H-67,), 4.08 (dd, H-67,), 2.16(s, OAG, OAGg), 2.12 (s, OAg, OAGw,),
2.09(s, OAG), 2.08(s, OAg, OAGw,), 2.06(s, OAg)

Kopplungskonstanten defrVerbindung:
(12=4.4H2), (da= hs5~ 4.3 HZ), (d6= 3.9 HZ), (d¢=12.2 HZ)

Kopplungskonstanten d@fVerbindung:
('Jl,2 <1 HZ), (\igz 4.9 HZ) (34 ~ J4,5 ~ 7.3 HZ), (QG = 3.2 HZ), (QG = 56 HZ),
(J5,6'= 12.2 HZ)

¥C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 170.42(CQy), 170.24(CQ,), 169.96(2 C, CQ, CQ),
169.63(CQ,), 169.62(C0O,), 169.39(CQ), 168.57(CCy), 98.03(C-1p), 93.29(C-1,), 82.13
(C-4,), 79.80(C-4), 75.74(C-2), 71.75(2 C, C-5, C-2,), 70.34(C-5,), 62.24(C-65), 61.97
(C-6,), 61.53(C-3;), 58.24(C-3,), 20.94(0Ac,), 20.89(0ACs), 20.78(0AG;), 20.77(0AG,),
20.62(0AG), 20.56(0AC,), 20.43(0OAG), 20.15(0Ac,)

5,6-Di-O-acetyl-3-azido-3-deoxy-1,23-(1-(exo/endojcyanoethyliden)w-D-allofuranose
(46):

Verbindung45 (75 mg, 201 pmol) wird in 4 ml absolutem &b

unter Argon vorgelegt und mit TMSCN (150 ul, 1.2énhoi, 5 eq.)
versetzt. Es wird eine 1 M Sn€&llésung in CHCI, (100 ul, 100

N3 O%\NCN umol, 0.5 eq.) zugegeben, 18 h bei RT gerihrt uadiunkelbraun

AcO

AcO o

gefarbte Reaktionslésung anschlieBend zu 25 mk gesattigten

NaHCO-Lésung gegeben. Die wassrige Phase wird dreimaCiiCl, (je 20 ml) extrahiert.

Die vereinigten organischen Phasen werd@en vacuo eingeengt, das verbleibende
dunkelbraune Ol in Acetonitril (1 ml) aufgenommemdumit einem Spritzenaufsatz filtriert.
Die beiden Isomere werden anschlieend mit HilfeerHPLC getrennt. Man erhalt die
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46-exo Verbindung mit einer Ausbeute von 19 % (13 mg, |[B&ol) und die46-endo
Verbindung mit einer Ausbeute von 6 % (4 mg, 12gmol

Als Nebenprodukte dieser Reaktion entstehen Veunigd8 (13 mg, 38 pmol, 19 %), sowie
Verbindungd7 (25 mg, 74 umol, 37 %).

C13H 16N4O7 M = 340.29

HPLC: Saule: Eurosphere 100 C-18, Firma Knauer; GradaCN/H,O 30 % - 70 % in

20 Minuten; Fluss: 9.6 ml/min

Elementaranalyse Ber.: C 45.88 %, H 4.74 %, N 16.46 %
Gef.: C 45.62 %, H 4.55 %, N 16.31 %

DC (PE/EE 3:1): R=0.34

MALDI-MS (positive mode, CHCA, MeCN): Ber.: 363.1 [M+Nal]
Gef.: 363.1 [M+Na]

NMR-Daten der exo-Verbindung:

'H-NMR (250 MHz, CDCY): 6 =5.99(d, 1 H, H-1)5.32(m, 1 H, H-5),4.94(dd, 1 H, H-2),
4.40(dd, 1 H, H-6)4.17 (dd, 1 H, H-6"),4.11(dd, 1 H, H-4),3.62(dd, 1 H, H-3),2.14 (s,
3 H, OAc),2.08(s, 3 H, OAc),1.91(s, 3 H, CH)

Kopplungskonstanten:
('Jl,2 =40 HZ), ({33 =50 HZ), (54 =9.6 HZ), (J5 =57 HZ), (3,6: 3.8 HZ), (Q,G’: 6.5 HZ),
(J6,6’: 12.1 HZ)

3C-NMR (100 MHz, CDC}): 6 = 170.36(CO), 169.83(C0O), 116.38(CN), 104.74(C-1),
100.84(Dioxolan C),81.11(C-2),76.11(C-4),69.97(C-5),62.17(C-6),61.47(C-3),24.31
(Dioxolan CH), 20.71(CHg), 20.59(CHg)

NMR-Daten der endo-Verbindung:

'H-NMR (600 MHz, CDCY): 6 = 6.14(d, 1 H, H-1),5.29(m, 1 H, H-5),5.18(t, 1 H, H-2),
4.41(dd, 1 H, H-6),4.19(dd, 1 H, H-6")4.13(dd, 1 H, H-4),3.57(dd, 1 H, H-3)2.14 (s,
3 H, OAc),2.09(s, 3 H, OAc),1.87(s, 3 H, CH)

Kopplungskonstanten:

(J12=3.8 Hz), (33=5.1 Hz), (d4 = 9.5 Hz), (45 = 6.1 Hz), (d6= 3.5 Hz), (d¢ = 6.1 HZz),
(Js 6= 12.2 HZ)
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13C-NMR (250 MHz, CDC}): & = 170.44(CO), 169.93(CO), 115.59(CN), 106.11(C-1),
104.67(Dioxolan C),83.60(C-2), 76.40(C-4), 70.18(C-5), 62.18(C-3), 61.86 (C-6), 20.77
(CHs), 20.65(CHs), 20.63(CHs)

Tetrazol (47):

ACO Verbindung45 (81 mg, 217 umol) wird in 4 ml absolutem &,
AcO o unter Argon vorgelegt und mit TMSCN (136 pl, 1.09no1, 5 eq.)
versetzt. Es wird eine 1 M Snglésung in CHCI, (239 pl, 239 pmol,

/N>%O\ 1.1 eq.) zugegeben, 90 min bei 60 °C gerihrt uedddnkelbraun

'l\}\N/ gefarbte Reaktionsldsung anschlieRend zu 30 mir egesattigten

NaHCG:-Losung gegeben. Die wassrige Phase wird dreimdl mi
CH.)CI, (je 50 ml) extrahiert. Die vereinigten organischehasen werden utber Mg$O
getrocknet undn vacuoeingeengt. Saulenchromatographische Reinigunge@B/(2) liefert
Verbindung47 (38 mg, 112 umol, 52 %) als fahlgelbes Ol. Als dlgtrodukt dieser Reaktion
entsteht Verbindung8 (20 mg, 59 umol, 27 %).

C13H16N4O7 M = 340.29

Elementaranalyse Ber.: C 45.88 %, H 4.74 %, N 16.46 %
Gef.: C 45.80 %, H 4.76 %, N 16.48 %

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, MeCN) : erB363.1 [M+Na]

Gef.: 363.1 [M+Na]
DC (PE/EE 1:1): R=0.28

'H-NMR (600 MHz,CDCL):  =5.84(d, 1 H, H-1),5.62(dd, 1 H, H-2)5.41(d, 1 H, H-3),
5.02(m, 1 H, H-5)4.55(d, 1 H, H-4)4.44(dd, 1 H, H-6)4.20(dd, 1 H, H-6")2.19(s, 3 H,
OAC), 2.12(s, 3 H, OAc)2.05(s, 3 H, Dioxolan Ch)

Kopplungskonstanten:
('Jl,2 = 3.9 HZ), (;_13: 5.6 HZ) (g4 <1Hz (\15 = 6.5 HZ), (3,6: 3.3 HZ), (d,G': 4.6 HZ),
(J5,6'= 12.5 HZ)
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13C-NMR (150 MHz, CDC}): 6 = 170.24(CO), 169.79(CO), 154.60(C-Tetrazol),103.43
(C-1), 102.79(C-Dioxolan),84.78(C-4), 77.73(C-2), 70.27(C-5),61.90(C-6), 57.14(C-3),
20.94(CHs), 20.63(CHs), 19.04(OCHy)

2,5,6-Tri-O-acetyl-3-azido-3-desoxyfl)-D-allofuranosylcyanid (48):

Verbindung48 (20 mg, 59 pumol, 27 %) entsteht als Nebenprodekt b

AcO
AcO o. ¢N der Synthese von Verbindurly aus Verbindung!5. Verbindung48
liegt als farbloses Ol vor.
N3 OAc
C13H16N4O7 M = 340.29
Elementaranalyse Ber.: C 45.88 %, H 4.74 %, N 16.46 %
Gef.: C 45.78 %, H 4.80 %, N 16.51 %

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, MeCN) : erB363.1 [M+Na]

Gef.: 363.1 [M+Na]
DC (PE/EE 3:2): R= 0.44

'H-NMR (250 MHz,CDCl):  =5.55(dd, 1 H, H-2)5.34(dd, 1 H, H-5)4.67(d, 1 H, H-1),
4.35-4.43(m, 2 H, H-3, H-6)4.12-4.21(m, 2 H, H-4, H-67)2.21(s, 3 H, OAc)2.17(s, 3 H,
OAcC), 2.10(s, 3 H, OAc)

Kopplungskonstanten:

(12=3.2 Hz), (§3=5.2 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDC}): 8 = 170.29(CO), 169.76(CO), 169.38(CO), 115.41(CN),
80.96 (C-4), 75.82 (C-2), 69.71 (C-5), 69.32(C-1), 61.59 (C-6), 60.75 (C-3), 20.91 (CHs),
20.61(CHs), 20.35(CHs)
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3,4,6-Tri-O-aceetyl-D-glucal (49):

OAc
AcO &3
AcO —

Verbindung 49 wurde nach einer Vorschrift voHRlelferich et a

|201

hergestellt oder alternativ von der Firma Acros dgen und ohne

weitere Reinigung umgesetzt. Die Daten dd#$-NMR-Spektrums

stimmten mit denen der Literatilbberein.

3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-13-nitro- a-D-mannopyranose (50):

Verbindung 50 entsteht zusammen mit den korrespondierenden
a- und B-Glucoformen als Intermediat bei der Synthese von
Verbindung 51 aus Verbindung49 und bei der Synthese von
Verbindungs3 aus Verbindung49.

1,3,4,6-TetraO-acetyl-2-azido-2-desoxy-D-mannopyranose (51):

Verbindung51 wurde nach einer Vorschrift voRaulsen et at’®
ausgehend von Verbindud@ synthetisiert.
Die Daten desH-NMR-Spektrums stimmten mit denen der Literatur

Uberein, allerdings konnte die in der Literatur egegpene Ausbeute

von 44 % nicht nachvollzogen werden. Bei den duefilgten Versuchen wurde eine

Ausbeute von 25 % erzielt. Zusatzlich zu Verbindbfigntstanden die Glucoform&2. Das

Verhéltnis von Manno- zu Glucoform betrug 1:1 (L#.5-3:1).

1,3,4,6-TetraO-acetyl-2-azido-2-desoxy«,p)-D-glucopyranose (52):

OAc
AcO OAc

N3

Verbindung52 entstand bei der Synthese von Verbindéagus
Verbindung49. Die NMR-spektroskopischen Daten stimmten mit

denen der Literatuiberein®®?
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3,4,6-Tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxyr-D-mannopyranosylcyanid (53):

Verbindung 53 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestellt

AcO N3
AcO @) werden:
AcO

CN | a) Verbindungbl (134 mg, 358 pumol) wird in 5 ml Nitromethan abs.

unter Argon geldst und mit TMSCN (224 ul, 1.79 mpipleq.) versetzt. Es wird eine 1 M
SnCl-Losung in CHCI, (394 ul, 394 umol, 1.1 eq.) zugegeben und 50 reirRd geruhrt.
Die dunkelgelb gefarbte Reaktionslésung wird mid b3 CH,CI, verdiinnt und anschlieRend
zu 35 ml einer gesattigten NaHg0D0sung gegeben. Die wassrige Phase wird zweimial mi
CH.CI, (je 40 ml) extrahiert. Die vereinigten organischgimsen werden anschlie3end tber
MgSOy getrocknet unah vacuoeingeengt. Sdulenchromatographische Reinigund=B8/2)
liefert Verbindungb3 (102 mg, 299 umol, 84 %) als fahlgelbes Ol.

b) VerbindungbO (inkl. Nebenprodukte, 320 mg) wird unter Argonlid ml Nitromethan abs.
geldst und unter Ruhren zunachst mit TMSCN (570425 mmol, 5 eq.) und anschliel3end
mit einer 1 M SnGHLOsung in CHCl, (940 pl, 940 umol, 1.1 eq) versetzt. Die
Reaktionslésung wird mit 50 ml ges. NaH&sung und, nach Abklingen der
Gasentwicklung, mit 100 ml Ci&l, versetzt. Die wassrige Phase wird funfmal mit,CH

(Je 100 ml) extrahiert. Die vereinigten organisclidrasen werden anschliel3end tber MgSO
getrocknet und Uber Kieselgur filtriert. Entfernggs Losemitteln vacuound anschlie3ende
saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 4:1prtie¥Verbindung53 (60.1 mg, 0.18
mmol, 21 % bezogen auf die eingesetzte Menge abining49) als gelbes Ol.

C7H10N404 M =214.18

Elementaranalyse Ber.: C 39.25 %, H 4.71 %, N 26.16 %
Gef.: C 39.11 %, H 5.01 %, N 25.39 %

DC (PE/EE 3:2): R=0.44

'H-NMR (600 MHz, d-MeOH): & = 5.01(d, 1 H, H-1),4.14(dd, 1 H, H-2)3.98(dd, 1 H,
H-3),3.86(dd, 1 H, H-6)3.69(dd, 1 H, H-6")3.61(t, 1 H, H-4),3.55(m, 1 H, H-5)
Kopplungskonstanten:

(J2= 1.9 Hz), (33= 3.8 Hz), (d4= 9.1 Hz),(ds5= 9.3 Hz), (d6= 2.0 Hz), (d¢ = 5.7 Hz),
(Js 6= 12.3 HZ2)
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13C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 116.48(CN), 80.49 (C-5), 73.30 (C-3), 67.95 (C-4),
67.49(C-1),64.59(C-2),62.34(C-6)

2-Azido-2-desoxye-D-mannopyranosylcyanid (54):

HO N Verbindung53 (845 mg, 2.98 mmol) wird in 27 ml Methanol p.a.
3
Ho&g geldst und anschlieRend mit einer 0.05 M NaOMe-h@s{b ml, 0.08

eq.) versetzt. Nach 90 min werden nochmals 0.6enDd5 M-Lésung

zugegeben. Nach insgesamt 3 h wird lonentauschdreAite IR-120
(H*-Form) bis zur Neutralisation zugegeben und aneBelhd abfiltriert.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 1:3rti&ferbindungb4 (387 mg, 1.81 mmaol,

73 %) als weil3en, kristallinen Feststoff.
C7H10N404 M =214.18

Elementaranalyse Ber.: C 39.25 %, H 4.71 %, N 26.16 %
Gef.: C 39.11 %, H 5.01 %, N 25.39 %
DC (PE/EE 1:3): R= 0.29

'H-NMR (600 MHz, d-MeOH): & = 5.01(d, 1 H, H-1),4.14(dd, 1 H, H-2),3.98(dd, 1 H,
H-3),3.86(dd, 1 H, H-6)3.69(dd, 1 H, H-6")3.61(t, 1 H, H-4),3.55(m, 1 H, H-5)

Kopplungskonstanten:
(J12=1.9 Hz), (33=3.8 Hz), (d4=9.1 Hz), (45~ 9.3 HZ), (d6 = 2.0 Hz), (d¢ = 5.7 H2),
(JG,G' =123 HZ)

3C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 116.48(CN), 80.49 (C-5), 73.30 (C-3), 67.95 (C-4),
67.49(C-1),64.59(C-2),62.34(C-6)

2-Azido-2-desoxy-60-tosyl-a-D-mannopyranosylcyanid (55):

TsO N Verbindung54 (200 mg, 935 pmol) wird in 10 ml Pyridin abs. g#lo
3
Ho&g und mit einem Eisbad gekuhlt. Es wird Tosylchlo(@b0 mg, 1.31

mmol, 1.4 eq.) zur Zuckerlésung gegeben und 16 Rhemtemperatur

geruhrt. Anschlielend wirth vacuoeingeengt und zweimal mit Toluol

coevaporiert. Der Ruckstand wird dreimal mit jer86EE im Ultraschallbad suspendiert und
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die organische Phase anschlieiend dekantiert. &bteibende Ruckstand wird in Wasser
aufgenommen und dreimal mit EE (je 50 ml) extrahiBre organischen Phasen werden im
Anschluss  vereinigt, Uber MgQO getrocknet und in vacuo eingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 1:1grliéferbindungb5 (312 mg, 850 pmol,
91 %) als farbloses Ol.

C14H16N4OGS M = 368.37

Elementaranalyse Ber.: C 45.65 %, H 4.38 %, N 15.21 %
Gef.: C 45.77 %, H 4.33 %, N 15.20 %

MALDI-MS (pos. mode, CHCA, MeCN) : Ber.: 391.1{NR]" 407.0 [M+K]'

Gef.: 391.0 [M+N&] 406.9 [M+K]

DC (PE/EE 1:2): R= 0.53

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 7.79-7.81(bd, 2 H,T9), 7.35-7.37(d, 2 H,T9), 4.75(d, 1 H,
H-1), 4.44(dd, 1 H, H-6),4.21(dd, 1 H, H-6")4.09-4.17(m, 2 H, H-2, H-3)3.90(m, 1 H,
H-4),3.74(ddd, 1 H, H-5)2.44(s, CH)

Kopplungskonstanten:

(J2=1.5Hz), (ds=9.6 Hz), (d6= 3.8 Hz), (d¢ = 1.9 Hz), (d¢ = 11.7 HZ)

3C-NMR (150 MHz, CDC4): & = 145.43 132.25 130.0Q 127.99(6 C, TS, 114.24(CN),
75.67(C-5), 71.84(C-3),67.70(C-6),66.38(C-1), 66.21(C-4),62.01(C-2),21.68(CH3z"™)

2,6-Diazido-2,6-didesoxyx-D-mannopyranosylcyanid (56):

Verbindung 56 kann auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestellt

HO ®) werden:
HO

CN | a) Verbindungp5 (60 mg, 163 pumol) wird in 2.4 ml MeCN unter Argon
gelost, anschlieRend mit Trimethylsilylazid (30 228 pmol, 1.4 eq.) und einer 1 M
TBAF-Losung in THF (225 pl, 225 pumol, 1.4 eq.) e und 23 h bei 80 °C geruhrt. Die

Reaktionslésung wird mit 8 ml J@ versetzt und dreimal mit EE (je 30 ml) extrahi®ie

vereinigten organischen Phasen werden mit Mg8€trocknet undn vacuo eingeengt.
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Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 2:3grtieferbindung56 (11 mg, 44 umol,
29 %) als farbloses Ol.

b) Verbindungb5 (75 mg, 204 pmol) wird in 2 ml DMF unter Argon gsiomit Natriumazid
(132 mg, 2.04 mmol, 10 eq.) versetzt Wwtlh bei 60 °C gerihrt. Die Reaktionslésung wird
mit 40 ml einer gesattigten NaCl-Losung versetad &imfmal mit EE (je 30 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit Mgg#rocknet undn vacuoeingeengt.
Saulenchromatographische Reinigung (PE/EE 1:28rliéferbindungb6 (28 mg, 117 pumol,
58 %) als farbloses Ol.

C7HoN7O3 M =239.19

Elementaranalyse Ber.: C 35.15 %, H 3.79 %, N 40.99 %
Gef.: C 35.55 %, H 3.81 %, N 40.88 %

'H-NMR (600 MHz, ¢-Aceton): = 5.15(d, 1 H, H-1),5.10(d, 1 H, OH),4.75(d, 1 H,
OH), 4.36(m, 1 H, H-2),4.08(m, 1 H, H-3),3.66-3.74(m, 3 H, H-4, H-5, H-6)3.54 (dd, 1
H, H-6")

Kopplungskonstanten:

(2= 1.7 Hz), (§¢ = 5.1 Hz), (d¢ = 13.5 H2)

3C-NMR (150 MHz, dg-Aceton): 8 = 117.05(CN), 79.58 (C-5), 74.03 (C-3), 69.35 (C-4),
68.15(C-1),64.80(C-2),52.93(C-6)

2,6-Diazido-2,6-didesoxy-3,4-dB-methoxymethyl-a-D-mannopyranosylcyanid (57):

Verbindung 56 (404 mg, 1.69 mmol) wird in 24 ml
MOMO 0] 1,2-Dichlorethan  unter Argon gel6st, anschieRend t mi
Formaldehyddimethylacetal (30 ml, 339 mmol, 200 eqd 1.1 g

CN

P,Os versetzt und 16 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsigswird
dekantiert, mit 150 ml gesattigter NaH&Obsung versetzt und viermal mitJEx (je 150 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen &verdit MgSQ getrocknet undn vacuo
eingeengt. Saulenchromatographische Reinigung @BIE) liefert Verbindund7 (432 mg,
1.32 mmol, 78 %) als farbloses Ol.

C11H17N7Os M = 327.30
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Elementaranalyse Ber.: C 40.37 %, H 5.24 %, N 29.96 %
Gef.: C 40.41 %, H 5.28 %, N 29.91 %

DC (PE/EE 2:1): R= 0.54

'H-NMR (600 MHz, CDC}): & = 4.66-4.86(m, 5 H, 2 x CH"M H-1),4.17(m, 1 H, H-2),
4.08(dd, 1 H, H-3)3.86(t, 1 H, H-4),3.81(m, 1 H, H-5),3.61(dd, 1 H, H-6)3.55(dd, 1 H,
H-67), 3.45(s, 3 H, CH"°™), 3.39(s, 3 H, CH"M)

Kopplungskonstanten:

(J3= 3.6 Hz), (d4= 8.9 Hz), (d5= 9.2 Hz), (d¢= 2.4 HZ), (d¢ = 5.0 Hz), (d¢ = 13.5 Hz)

3C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 114.26(CN), 98.50 (CH,"°™), 97.96 (CH,"°M), 78.39
(C-3), 76.56(C-5), 72.28(C-4), 65.94(C-1), 61.74(C-2),56.51 (CH;""°M), 56.33(CH;"M),
50.75(C-6)

6-Azido-2,6-didesoxy-3,4-di©-methoxymethyl-D-arabino-hex-1-enopyranosyl carbon-

saure (58):

Verbindung57 (79 mg, 241 pmol) wird mit 5 ml #0 und

N3
MOMO’&& Ba(OH)- 8 HO (152 mg, 482 pmol, 2 eq.) versetzt und 3 h
MOMO = "COOH | unter Riickfluss gekocht. Die Reaktionsldsung wiitl Iriv

HCI auf einen pH-Wert von 6 eingestellt, anschlireBenit 0.5 g Kieselgel versetzt umal
vacuoeingeengt. Saulenchromatographische Reinigung (IM&@H 5:1) liefert Verbindung
58 (62 mg, 207 umol, 85 %) als farbloses Ol.

C11H17N3O7 M = 303.27

ESI-HRMS (pos. Mode, MeOH): Ber.: 326.0954-Na]”
Gef.: 326.0958 [M+Na]

Elementaranalyse(M-0.5 H0): Ber.: C 42.31 %, H 5.81 %, N 13.46 %

Gef.: C 42.41 %, H5.91 %, N 13.42 %

DC (DCM/MeOH 5:1): R=0.30
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'H-NMR (600 MHz, d-MeOH): 6 =6.02(d, 1 H, H-2)4.83(d, 1 H, CH"°M), 4.74-4.78m,
3 H, CH,"M), 4.24-4.28(m, 2 H, H-3, H-5)3.87(dd, 1 H, H-4),3.66-3.68(m, 2 H, H-6,
H-67), 3.40(s, 3 H, CH"°™), 3.40(s, 3 H, CH"M)

Kopplungskonstanten:
(J23=3.5Hz), (d2=5.4 Hz), (45= 6.6 Hz)

¥C-NMR (150 MHz, d-MeOH): 6 = 168.80(COOH), 147.44(C-1), 107.30(C-2), 97.86
(CH,MM), 96.92 (CH,MM), 77.69(C-5), 73.76 (C-4), 73.67 (C-3), 56.46 (CH;"°™), 56.10
(CH5Y®M), 51.20(C-6)

Methyl-C-(6-Azido-2,6-didesoxy-3,4-diO-methoxymethyl-D-arabino-hex-1-enopyrano-
syl)formimidat (59):

Verbindung57 (78 mg, 238 pumol) wird in 3.4 ml MeOH/THF

N3
MOMO 0 NH 1:1 gel6st, anschlieBend mit einer 1 M NaOH-LOs(# pl,
MOMO = 700 pmol, 2.9 eq.) versetzt und 24 h bei RT geriibre

OMe

Reaktionslésung wird mit 0.1 M HCI neutralisiert,

anschlieBend mit 0.5 g Kieselgel versetzt undacuoeingeengt. Sdulenchromatographische
Reinigung (PE/EE 2:1) liefert Verbindu®§ (44 mg, 153 pmol, 64 %) als farbloses Ol.

C12H20N406 M = 316.31

ESI-HRMS (pos. Mode, MeOH): Ber.: 339.12BM+Na]”
Gef.: 339.1280 [M+Na]

Elementaranalyse Ber.: C 45.47 %, H 6.37 %, N 17981

Gef.: C 45.68 %, H 6.86 %, N 17.62 %

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 = 8.02 (bs, 1 H, NH),5.74 (d, 1 H, H-2),4.82(d, 1 H,
CH,MM), 4.68-4.74(m, 3 H, CHMM), 4.20-4.27(m, 2 H, H-3, H-5)3.82(dd, 1 H, H-4),
3.78(s, 3 H, C(NH)O®ls), 3.63(dd, 1 H, H-6),3.50(dd, 1 H, H-6"),3.38(s, 3 H, CH"°M),
3.37(s, 3 H, CH"M)

Kopplungskonstanten:
(3=3.6 Hz), (d4=5.3 Hz), (d5=7.0 Hz), (d6= 6.9 Hz), (d¢ = 13.4 Hz)
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13C-NMR (150 MHz, d-MeOH): & = 162.72(C(NH)OMe), 142.03 (C-1), 102.60(C-2),
96.82 (CH,"'M), 95.62 (CH,M°M), 77.23(C-5), 72.50 (C-4), 72.15 (C-3), 56.11 (CH"'°M),
55.66(CH;"°M), 53.33(C(NH)OCH3), 50.21(C-6)

6-Azido-2,6-didesoxy-3,4-di©-methoxymethyl-D-arabino-hex-1-enopyranosylcyanid

(60):

N3
MOMO’&&
CN

MOMO —

Verbindung57 (50 mg, 153 umol) wird in 2.3 ml Aceton p.a,
gel6st, anschliel3end mit einer 1 M 8&;-Losung (2.3 ml, 2.3
mmol, 15 eq.) versetzt und 60 h bei RT geruhrt. Die

Reaktionslésung wird mit 1 M HCI neutralisiert, ehlel3end mit 0.5 g Kieselgel versetzt

und in vacuo eingeengt. Saulenchromatographische Reinigung @EBL) liefert
Verbindung60 (23 mg, 81 umol, 53 %) als farbloses Ol.

C11H16N4Os

M = 284.27

'H-NMR (600 MHz, CDC}): 6 =5.78(d, 1 H, H-2),4.71-4.82(m, 4 H, CH"°M), 4.19-4.22
(m, 2 H, H-3, H-5)3.88(dd, 1 H, H-4)3.58-3.65(m, 2 H, H-6, H-6")3.40(s, 6 H, CH"°")

Kopplungskonstanten:
(3=3.6 Hz), (d4=5.7 Hz), (45= 6.9 Hz)

13C-NMR (150 MHz, CDC}): & = 129.06(C-1), 115.15(C-2), 113.33(CN) 97.06(CH,""°M),
96.47 (CH,Y'®M), 77.75(C-5), 72.12(C-3), 71.63(C-4), 56.28 (CH3"'°™), 55.88 (CH;"°M),

49.74(C-6)

(6-Azido-2,6-didesoxy-2-(fluorenyl-9-methoxycarbonkamino)-3,4-di-O-methoxymethyl-

B-D-glucopyranosyl)carbonsaure (61):

NHFmoc

Verbindung61 wurde von O. TSubrik nach einer Vorschrift

N3
MOMO o) von F. Sicherl synthetisiéft und freundlicherweise fir
MOMO COOH

einige Kupplungsexperimente zur Verfiugung gestélir

Uberprifung der Identitat wurde vor Einsatz der

Verbindung ein ESI-MS aufgenommen, welches die gai@Masse zeigte.
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Material das langere Zeit im Kihlschrank lagert® fonate) zeigte Verunreinigungen, bei
denen vermutlich eine der beiden MOM-Schutzgrupgeetiell abgespaltet wurde.

Ca6H30N4Og M =542.54

ESI-MS (pos. mode, CHGIMeOH): Ber.: 565.2 [M+Na]
Gef.: 565.2 [M+Na]

(6-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-2,6-didesoxy-2-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-
3,4-di-O-methoxymethyl$-D-glucopyranosyl)carbonséure(62):

Verbindung62 wurde von O. TSubrik nach einer Vorschrift

NHBoc
MOMO/&& von F. Sicherl synthetisiéft und freundlicherweise fiir
COOCH - : "
MOMO NHEmMoc einige Kupplungsexperimente zur Verfugung gestéitr

Uberpriifung der Identitadt wurde vor Einsatz der
Verbindung ein ESI-MS aufgenommen, welches die et Masse zeigte.
Material das langere Zeit im Kuhlschrank lagert® fonate) zeigte Verunreinigungen, bei

denen vermutlich eine der beiden MOM-Schutzgruppeetiell abgespaltet wurde.
C31H40N2011 M = 616.66

ESI-MS (pos. mode, CHGIMeOH): Ber.: 639.3 [M+Na]
Gef.: 639.5 [M+Na]

(6-Azido-2,6-didesoxy-2-(fluorenyl-9-methoxycarbonkamino)-3,4-di-O-methoxymethyl-
B-D-glucopyranosyl)carbonsdure Rinkamid-AM-Polystyrdharz (63):

ove| Rink-Amid-AM-Polystyrolharz wurde nach AAV 5 mit
MOMOMEO Q Verbindung 61 gekuppelt. Die Reaktionszeit, sowie die
Momo NH relativen Mengen an verwendeten Reagenzien kénreen d
o nachstehenden Tabelle entnommen werden. Der gerARIIA

6 durchgefuhrte Kaiser-Test war negativ. Die Beladuthes
Harzes wurde anschliel3end nach AAV 6 bestimmt.

NHFmoc

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-T est Beladung

1 61(2eq.) 2 eq. 3 eq. 5 eq. 16 h negativ 0.59 mmol/g
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(6-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-2,6-didesoxy-2-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-3,4-
di-O-methoxymethyl$-D-glucopyranosyl)carbonsaureRinkamid-AM-Polystyrolharz (64):

ove| Rink-Amid-AM-Polystyrolharz wurde nach AAV 5 mit
BocHN o oMeo Q Verbindung 62 gekuppelt. Die Reaktionszeit, sowie die

MOMO

MOMO™ R o relativen Mengen an verwendeten Reagenzien kénreen d

O nachstehenden Tabelle entnommen werden. Der gerAIIA

O

6 durchgefuhrte Kaiser-Test war negativ. Die Beladwtes
Harzes wurde anschliel3end nach AAV 6 bestimmt.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-T est Beladung

1 62(2 eq.) 2 eq. 2 eq. 5 eq. 16 h negativ 0.59 mmol/g

(6-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-3,6-didesoxy-3-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-2,5-
di-O-methoxymethyl$-D-allofuranosyl)carbonséure-Rinkamid-AM-Polystyrolharz (65):

ome | Rink-Amid-AM-Polystyrolharz wurde nach AAV 5 mit

MeO Q Verbindung33 gekuppelt. Die Reaktionszeit, sowie die relativen
BocHN o. H

momo—| o y~N Mengen an verwendeten Reagenzien kdnnen der nhehsten

ErmochN. OMOM S Tabelle entnommen werden. Der gemall AAV 7 durchgedi

(g Kaiser-Test war positiv. Die Beladung des Harzesrdeu

anschlielRend nach AAV 6 bestimmt.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-T est Beladung

1 33(4eq.) 2 eq. 3 eq. 6 eq. 48 h positiv 0.36 mmol/g

(3-Azido-3,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9-methoxycarbonkamino)-2,5-di-O-methoxymethyl-
p-D-allofuranosyl)carbonsaure-Rinkamid-AM-Polystyrolharz (66):

omve | Rink-Amid-AM-Polystyrolharz wurde nach AAV 5 mit
N OMea Q Verbindung30 gekuppelt. Die Reaktionszeit, sowie die relativen
MoMO— o YN Mengen an verwendeten Reagenzien kdnnen der nhehsten
Tabelle entnommen werden. Der gemald AAV 7 durchgest
é Kaiser-Test war positiv. Die Beladung des Harzesdeunach

AAV 6 bestimmt.
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Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-T est Beladung

1 304 eq.) 2 eq. 3 eq. 6 eq. 81h positiv 0.37 mmol/g

Oligomer 1 (69):

Verbindung 64 wurde dreimal nach AAV 5 mit Verbindung2
gekuppelt. Reaktionszeiten, sowie die relativen @¢&en an

entnommen werden. Der gemafld AAV 7 durchgeflhrtesétal est

ﬁ verwendeten Reagenzien kénnen der nachstehendemrllerab

war jeweils negativ.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-Test Capping (AAV 8)

1 62(2eq.) 2eq. 2 eq. 5 eq. 12 h negativ nein
2 62(2eq.) 2eq. 2 eq. 5 eq. 3h negativ nein
3 62(2eq.) 2eq. 2 eq. 5 eq. 12 h negativ nein

Im Anschluss an die Kupplungen wurde das OligonahnAAV 9 vom Harz abgespalten.
Verbindung69 wurde nach der Aufreinigung per HPLC (AAV 10b) ed¢énweilRes Pentakis-
PFPA-Salz erhalten. Die Gesamtausbeute betrug 3.241{g) bezogen auf die Beladung des
Edukts64. Die Daten dedH-NMR-Spektrums stimmten mit denen der Literatuernigin*

CagHs51NgO16 M = 769.76

ESI-HRMS (pos. Mode, HO): Ber.: 770.3527 [M+H]
Gef.: 770.3504 [M+H]

HPLC (AAV 10b): tr = 16.0 min (Saule: 4 mm x 250 mm)
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Oligomer 2 (70):

HoN o Verbindung 64 wurde nach AAV 5 zunachst zweimal mit
How . . . .
HNe Ny 2| Verbindung 62 und dann einmal mit Verbindun§l gekuppelt.
HO O
HNH&ﬁ/go Reaktionszeiten, sowie die relativen Mengen an egadeten
2 NH
Q
NHS&ﬁ:go Reagenzien kdnnen der nachstehenden Tabelle entonverden.
"o (;H o Der gemaR AAV 7 durchgefiihrte Kaiser-Test war jésveegativ.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-Test Capping (AAV 8)

1 62(2eq.) 2eq. 2 eq. 5 eq. 12 h negativ nein
2 62(2eq.) 2eq. 2 eq. 5 eq. 3h negativ nein
3 62(2eq.) 2eq. 2 eq. 5 eq. 12 h negativ nein

Im Anschluss an die Kupplungen wurde das OligonahnAAV 9 vom Harz abgespalten.
Verbindung70 wurde nach der Aufreinigung per HPLC (AAV 10b) edénweil3es Pentakis-
PFPA-Salz erhalten. Die Gesamtausbeute betrug @B84ng) bezogen auf die Beladung des
Edukts64.

CagHa9N11016 M = 795.76

ESI-MS (pos. Mode, HO): Ber.: 796.3 [M+H]
Gef.: 796.3 [M+H]

'H-NMR (600 MHz, DO): 5 = 4.26(d, 1 H, d, = 10.6 Hz)3.92-4.10(m, 6 H),3.70-3.85(m,
9 H), 3.40-3.65(m, 9 H),3.20-3.28(m, 3 H)

¥C-NMR (150 MHz, DO): 6 = 172.85 170.56 170.41 170.31(4 C, CO),78.15 76.44
76.34 76.11 75.31 75.04 73.67, 73.45 73.18 73.0Q 71.25 71.19 71.08 69.8Q 53.36
53.35,53.28 53.12 50.47,40.49 40.36,40.34

HPLC (AAV 10b): t = 16.5 min (Saule: 4 mm x 250 mm)
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(2-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-2,6-didesoxy-6-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-
3,4-di-O-methoxymethyl$-D-glucopyranosyl)carbonsdure(71)

Verbindung 62 wurde von F. Sicherl synthetisi€’t und

NHFmoc

O - - X . . .
Mﬁg"ﬁ(ﬁwm% freundlicherweise fur einige Kupplungsexperimentaur z

NHBoc Verfligung gestellt.

C31H40N2011 M = 616.66

Oligomer 3 (72):

HNS g Verbindung65 wurde zunéchst nach AAV 8 gecappt und
o e Hﬁﬁ%{;””z anschlieRend dreimal nach AAV 5 mit Verbinduig
W HN  HN neé gekuppelt. Reaktionszeiten, sowie die relativen ¢éen
“8&%:}0 an verwendeten Reagenzien kdonnen der nachstehenden

Tabelle entnommen werden. Der gemalR AAV 7 durchgefiTNBS-Test war jeweils

negativ.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit TNBS-Test Capping (AAV 8)

1 71(4eq.) 4eq. 6 eq. 6 eq. 4 h negativ nein
2 71(4eq.) 4eq. 6 eq. 6 eq. 12 h negativ nein
3 71(4eq.) 4eq. 6 eq. 6 eq. 24 h negativ nein

Im Anschluss an die Kupplungen wurde das OligonahnAAV 9 vom Harz abgespalten.
Verbindung72 wurde nach der Aufreinigung per HPLC (AAV 10b) edénweilRes Pentakis-
PFPA-Salz erhalten. Die Gesamtausbeute betrug B 241{g) bezogen auf die Beladung des
Edukts 65. Aufgrund der geringen Substanzmenge wurde auf Aignahme eines
NMR-Spektrums verzichtet. Die Masse des Molekulshmehaufgelsten ESI-MS Spektrum

entsprach der erwarteten Masse.
Ca8H51N9O16 M = 769.76

ESI-HRMS (pos. Mode, HO): Ber.: 770.3527 [M+H]
Gef.: 770.3542 [M+H]

HPLC (AAV 10a): tr = 18.8 min (Saule: 4 mm x 250 mm)
HPLC (AAV 10b): tg = 16.0 min (Saule: 4 mm x 250 mm)
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Oligomer 4 (73):

HNT o Verbindung 65 wurde zunachst nach AAV 8 gecappt und

Ho— o Y NH:

anschlieBend zweimal nach AAV 5 mit Verbindugjgekuppelt.

HoN o0 HN OH

HO— o Der gemald AAV 7 durchgefiihrte Kaiser-Test war jésvpositiv.

N o o Daher wurde nach jedem Kupplungsschritt zusataiochCapping

"o nach AAV 8 durchgefuhrt. Reaktionszeiten, sowie di&ativen

HoN OH Mengen an verwendeten Reagenzien kbnnen der nhehsin

Tabelle entnommen werden.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit Kaiser-Test Capping (AAV 8)
1 33(4eq.) 4eq. 6 eq. 6 eq. 48 h positiv ja
2 33(4eq.) 4eq. 6 eq. 6 eq. 48 h positiv ja

Im Anschluss an die Kupplungen wurde das OligonahnAAV 9 vom Harz abgespalten.
Verbindung73 wurde nach der Aufreinigung per HPLC (AAV 10a) edweil3es Tetrakis-
PFPA-Salz erhalten. Die Gesamtausbeute betrug 2(@.80mg) bezogen auf die Beladung
des Edukts65. Aufgrund der geringen Substanzmenge wurde aufAditnahme eines
NMR-Spektrums verzichtet. Die Masse des MolekilsE®I-MS Spektrum entsprach der

erwarteten Masse.
C21H39N7O12 M = 581.57

ESI-MS (pos. Mode, HO): Ber.: 582.3 [M+H]
Gef.: 582.3 [M+H]

HPLC (AAV 10a): tr = 16.1 min (Saule: 4 mm x 250 mm)

(6-(tert.-Butyloxycarbonylamino)-3,6-didesoxy-3-(fluorenyl-9methoxycarbonylamino)-
2,5-di-O-methoxymethyl$-D-allofuranosyl)-2-phenylethylcarbonsédureamid (74)

BocHN o H Verbindung 33 (40 mg, 64.9 pmol) wird mit HOAt
MOMO o Npn| (17.3 mg, 128 pmol, 2 eq.) und HATU (37 mg, 97.3alm
1.5 eq.) in einem Kolben vorgelegt. Es werden Ol.@imer

FmocHN OMOM

0.16 molaren Lésung von Phenylethylamin in DMF/NMP
1:1 (97.2 pmol Amin, 1.5 eq.) und im Anschluss DAP@4 pl, 257 umol, 4 eq.) zugegeben
und 4 h bei Raumtemperatur gerthrt.
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Die Reaktionsmischung wird mit 40 ml CHChufgefullt und mit 25 ml 0.1 M HCI
gewaschen. Die wassrige Phase wird im Anschlussidrenit CHCE gewaschen.

Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Mg@@ocknet undn vacuoeingeengt.
Der verbleibende Riickstand wird noch zweimal mitGIHcoevaporiert und anschlieRend
ebenfalls mit CHG auf Kieselgel aufgezogen. SaulenchromatographiReheigung (PE/EE
1:2) liefert Verbindung (43 mg, 60 pmol, 92 %) aisi3en Feststoff.

C39H49N3019 M =719.82

ESI-HRMS (pos. mode, CHGIMeOH): Ber.: 742.3310 [M+Na]
Gef.: 742.3321 [M+Na]

DC (PE/EE 1:2): R= 0.45

'H-NMR (600 MHz, CDC}): = 7.75-7.77(bd, 2 H,Fmog, 7.58-7.60(bd, 2 H,Fmog,
7.38-7.41(bt, 2 H,FmogQ, 7.29-7.33(m, 4 H, 2Fmoc, 2 Pl 7.18-7.23(m, 3 H,Ph), 5.62(bs,
0.8 H, NH™9, 5.23(bs, 0.8 H, NH*), 4.82(d, 1 H, CH"°M), 4.69(d, 1 H, CH"°™), 4.55
(d, 1 H, CH"M), 4.46-4.49(m, 1 H, CH™9, 4.42(d, 2 H, CH ™™ CH,°™), 4.36(d, 1 H,
H-1),4.27(d, 1 H, H-2),4.17-4.23(m, 2 H, H-3, CH™), 3.96(d, 1 H, H-4),3.75(bs, 1 H,
H-5), 3.53-3.57(m, 1 H, GHHCH,Ph), 3.41-3.49(m, 2 H, H-6, GIHCH,Ph), 3.36 (s, 3 H,
OCH;Y™M), 3.31(s, 3 H, OCH"M), 3.12(m, 1 H, H-6),2.77-2.88(m, 3 H, NHCH,CH,Ph),
1.46(s, 9 H, CH?®

Kopplungskonstanten:
(J1,2= 1.8 HZ)

¥C-NMR (150 MHz, CDC}): 6 = 169.53(CONH), 156.12 155.85(2 C, CO,Fmog Bog),

143.72 143.65, 141.31, 138.89, 128.78, 128.57, 12712%.71 127.04 126.99, 126.43,
124.95, 124.90, 129.98.8 C, Fmoc, Ph, 97.29 (CH,"°M), 96.08 (CH,"°M), 82.69(C-1),

81.44(C-4),79.59(C-2), 79.53(CMe;®*), 74.41(C-5), 66.77 (CH,"™9), 56.04 (OCH:"°M),

55.76 (OCH:V'°M), 52.43 (C-3), 47.16 (CH™®), 41.38 (C-6), 40.45 (CH,CH,Ph), 35.77
(CH,CH,Ph),28.39(CHs*%)
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(6-(Azido)-2,6-didesoxy-2-(fluorenyl-9-methoxycarboylamino)-3,4-di-O-methoxyme
thyl- -D-glucopyranosyl)-2-phenylethylcarbonsaureamid (7p:

Verbindung 63 (40 mg, 73.7 pumol) wird mit HOAt (20

N3
o)
M|\C/|)é\>/||\c/|)o O Np———Ph mg, 147 umol, 2 eq.) und HATU (42 mg, 111 pmol, 1.5
NHFmoc eq.) in einem Kolben vorgelegt. Es werden 0.7 méei

0.16 molaren Losung von Phenylethylamin in DMF/NMR (111 pmol Amin, 1.5 eq.) und
im Anschluss DIPEA (50 pl, 295 umol, 4 eq.) zugegelind 20 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reaktionsmischung wird mit 20 ml Ckl@ufgefillt und mit 10 ml 0.1 M HCI
gewaschen. Die wassrige Phase wird im Anschlussidienit CHCE gewaschen.

Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Mg@@ocknet undn vacuoeingeengt.
Der verbleibende Riickstand wird noch zweimal mitGIHcoevaporiert und anschlieRend
ebenfalls mit CHG auf Kieselgel aufgezogen. SaulenchromatographiBehieigung (PE/EE
1:3) liefert Verbindung (17 mg, 24 pmol, 94 %) aisi3en Feststoff.

C34H39N 503 M = 645.70

ESI-HRMS (pos. mode, CHGIMeOH): Ber.: 646.2871 [M+H]
Gef.: 646.2853 [M+H]

DC (PE/EE 1:3): R= 0.35

Geschutztes Dimer (76):

BocHN o H Verbindung74 (43 mg, 60 pmol) wird zundchst nach AAV 1
N
MOMOT o e entschitzt und im Anschluss nach AAV 2 mit
BocHN 0. HN OMOM Zuckerdiaminosaurebausted8 gekuppelt.
MOMO
© Saulenchromatographische Reinigung liefert Verbngdii6
FmocHN OMOM (59 mg, 52.7 umol, 88 %) als farbloses Ol.
Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit
1 33(1.2eq.)) 18eq. 24eq. 5.4 eq. 15h
CssH77NsO1s M=1119.21
ESI-HRMS (pos. mode, CHGIMeOH): Ber.: 1118.5161 [M+Nal]

Gef.: 1118.5137 [M+Na]
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DC (EE): R = 0.57

'H-NMR (600 MHz, CDC}): = 7.75-7.77(bd, 2 H,Fmod, 7.58-7.60(bd, 2 H,Fmog,
7.39-7.41(bt, 2 H,Fmog, 7.28-7.32(m, 4 H, 2Fmoc, 2 P, 7.19-7.22(m, 3 H,Ph), 5.78(bs,
0.7 H, NH™9), 5.50 (bs, 0.7 H, NH%), 5.32 (bs, 0.8 H, NHi%), 4.80-4.84(m, 4 H),4.66-
4.69 (bt, 2 H),4.57(d, 1 H), 4.54(bs, 1 H),4.44-4.48(m, 2 H),4.38(s, 3 H),4.28(d, 1 H),
4.19-4.25 fn, 3 H),4.08(d, 1 H),3.94(bs, 1 H),3.86-3.88(m, 1 H),3.70(m, 1 H),3.50-3.57
(m, 1 H, GHHCH,Ph), 3.42-3.49(m, 5 H, u. a. OCH'™, CHHCH,Ph), 3.36-3.39(m, 4 H,
u.a. OCH"M) 3.35(s, 3 H, OCH"M), 3.33(s, 3 H, OCH"°M), 3.12(m, 1 H),2.81-2.87
(m, 3 H, \HCH,CH,Ph), 2.37(t, 1 H),2.03(m, 1 H),1.46 (s, 9 H, CH?®), 1.42(bs, 9 H,
CHgBO%

Geschutztes Trimer (77):

BocHN— o H Verbindung76 (53 mg, 48 umol) wird zunachst nach AAV 1
MOMO— o NNaopyp
entschitzt und im Anschluss nach AAV 2 mit
BochN 0~ HN OMOM . . ..
MomMo—{ Zuckerdiaminosaurebausted8 gekuppelt.
BocHN— 1N OMOM Saulenchromatographische Reinigung liefert Verbmgdti7
MOMO .
° (63 mg, 43 pmol, 89 %) als farbloses Ol.
FmocHN OMOM
Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit
1 33(1.2eq)) 18eq. 24eq. 5.4 eq. 18 h
C71H105N7026 M = 1472.62
ESI-MS (pos. mode, CHGIMeOH): Ber.: 1494.7 [M+Na]

Gef.: 1494.5 [M+Na]

DC (EE): R = 0.49
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Oligomer 5 (79):

HN o H Verbindung77 (56 mg, 38 pumol) wird zundchst nach AAV 1
HO ~
° ™| von der Fmoc-Schutzgruppe befreit. Anschlie3endd vain
o o o Viertel des Ansatzes nach AAV 3 vollstandig entszhi
N o oM Verbindung79 wird nach der Aufreinigung per HPLC (AAV
T 10a) als reinweil3es Tetrakis-PFPA-Salz mit einesb@ute
HoN OH von 79 % (10.2 mg, 7.5 umol) ausgehend vYdmrrhalten.
C29H47N7012 M = 685.72
ESI-HRMS (pos. mode, bD): Ber.: 686.3356 [M+H]

Gef.: 686.3368 [M+H]

'H-NMR (600 MHz, DO): & = 7.38-7.40(bt, 2 H,Ph) 7.29-7.31(m, 3 H,Ph), 4.62(t, 1 H,
H-2), 4.51-4.53(m, 2 H, H-1, H-1")4.40-4.45(m, 2 H, H-2", H-37, 4.33(d, 1 H, H-17),
4.17-4.23(m, 3 H, H-3", H-5", H-4)4.10-4.15(m, 2 H, H-4", H-5)3.98-4.06 fn, 3 H, H-5"",
H-2"", H-47"),3.89(t, 1 H, H-3),3.51-3.62(m, 2 H, G(HHCH,Ph),3.36(dd, 1 H, H-§), 3.31
(dd, 1 H, H-§), 3.23(m, 1 H, H-§"), 3.16 (dd, 1 H, H-@), 3.00-3.07(m, 2 H, H-§,
H-6, "), 2.87-2.89(bt, 2 H, CHCHHPh)

Kopplungskonstanten:

(2= Xr3=5.4Hz), (d2=25Hz), (3= s~ 5.4 Hz), (dsa= 3.5 HZ), (dasp= 13.3 Hz),
(J5 6a"= 2.6 HZ), (da6b'= 13.2 HZ), (¢ 6a = 2.8 HZ), (da" b= 13.2 HZ), (Jep= 8.1 HZ)

3C-NMR (150 MHz, DO): & = 171.70 171.34 171.15(3 C, CO),139.05 129.05, 128.62,
126.56(6 C,Ph), 83.85(C-1"),83.62 83.13(2 C, C-1, C-1')81.72 81.58(2 C, C-4", C-4"),
81.22(C-4), 73.6Q 73.54(2 C, C-2°, C-27),72.10(C-2), 68.32(C-5), 67.78(C-5), 67.71

(C-5"),54.14(C-3), 52.05, 52.042 C, C-3", C-3")41.87(C-6), 41.32(C-6""), 41.19(C-6"),

39.98(CH,CH,Ph), 34.47(CH,CH,Ph)

HPLC (AAV 10a): g = 16.1 min (Saule: 16 mm x 250 mm)
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Oligomer 6 (80):

FaI N Verbindung77 (78 mg, 53 pmol) wird zundchst nach AAV 1
e entschutzt und im Anschluss nach AAV 2 mit
HO o
. Zuckerdiaminosaurebauste38 gekuppelt.
oo g HN OH
HaN O HN OH
HO o
Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit
1 33(1.2eq.) 1.8eq. 2.4eq. 5.4 eq. 18 h

Im Anschluss an die Kupplung wird ein Drittel desisatzes erneut nach AAV1 von der

Fmoc-Schutzgruppe befreit und anschlie3end nach BAwlIstandig entschitzt. Verbindung
80 wird nach der Aufreinigung per HPLC (AAV 10b) ainweil3es Pentakis-PFPA-Salz mit

einer Ausbeute von 42 % (12.6 mg, 7.4 umol) auswykien77 erhalten.
Cs6Hs59N9O16 M =873.90

ESI-HRMS (pos. mode, bD): Ber.: 874.4153 [M+H]
Gef.: 874.4164 [M+H]

'H-NMR (600 MHz, BO): & = 7.36-7.39(bt, 2 H,Ph) 7.28-7.30(m, 3 H,Ph), 4.58(t, 1 H),
452 (d, 1 H),4.49-4.51(m, 2 H),4.38-4.44(m, 4 H), 4.31(d, 1 H),4.09-4.22(m, 7 H),
3.97-4.04(m, 3 H),3.85(t, 1 H),3.50-3.61(m, 2 H, GIHCH,Ph), 3.28-3.36(m, 3 H),3.22
(dd, 1 H),3.14(m, 1 H),2.99-3.06(m, 3 H),2.85-2.88(bt, 2 H, CHCHHPh)

%C-NMR (150 MHz, D}O): & = 171.80 171.68 171.31 171.15(4 C, CO),139.03, 129.03,
128.58, 126.536 C,Ph), 83.84 83.71, 83.60, 83.074 C, C-1), 81.61 81.53 81.5081.27(4
C, C-4), 73.63 73.59 73.46 72.14(4 C, C-2), 68.21 67.69 67.65 67.64(4 C, C-5), 53.95
51.98 51.79, 51.68(4 C, C-3), 41.79 (C-6,), 41.25 (2 C, C-§), 41.15 (C-6,), 39.94
(CH»CH,Ph), 34.44(CH,CH,Ph)

HPLC (AAV 10b): tr = 23.1 min (Saule: 4 mm x 250 mm)
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Oligomer 7 (81):

w7 o i | Verbindung77 wird zunachst nach AAV 1 entschitzt und im
0. Ph
e Anschluss nach AAV 2 mit Zuckerdiaminosaurebaustéh
HO o.
gekuppelt.
HoN O HN OH
HO o
H,N
HO o HN OH
Hg%?ﬁo
Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit
1 62(1.5eq.)) 1.8eq. 24eq. 5.4 eq. 72h

Im Anschluss an die Kupplung wird das Oligomer atneach AAV1 von der Fmoc-Gruppe
befreit und anschlielend nach AAV 3 vollstandigsehtitzt. Verbindun@l wird nach der
Aufreinigung per HPLC (AAV 10b) als reinweilRes Ras-PFPA-Salz mit einer Ausbeute
von 38 % erhalten.

Cs6H59N9O16 M = 873.90

ESI-HRMS (pos. mode, bD): Ber.: 874.4153 [M+H]
Gef.: 874.4173 [M+H]

'H-NMR (250 MHz, BO): & = 7.22-7.36(m, 5 H, Ph), 4.25-4.48(m, 8 H), 4.05-4.20
(m, 5 H), 3.87-4.01(m, 3 H), 3.67-3.78(m, 2 H), 3.11-3.58(m, 9 H), 2.90-3.04(m, 3 H),
2.79-2.84(bt, 2 H, CHCHHPh)

HPLC (AAV 10b): tr = 23.7 min (Saule: 4 mm x 250 mm)
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Oligomer 8 (82):

Ao, Verbindung 77 wird zundchst nach AAV 1 entschitzt und im
0. Pl
.y Anschluss nach AAV 2 mit Zuckerdiaminosaurebaustéin
HO o
" gekuppelt.
HO g
L
Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit
1 62(1.5eq.)) 1.8eq. 24eq. 5.4 eq. 72h

Im Anschluss an die Kupplung wird das Oligomer atneach AAV1 von der Fmoc-Gruppe
befreit und anschlielend nach AAV 3 vollstandigsehtitzt. Verbindun@2 wird nach der
Aufreinigung per HPLC (AAV 10b) als reinweilR3es Ras-PFPA-Salz mit einer Ausbeute

von 28 % erhalten.
Cs6H57N11016 M = 899.90

ESI-MS (pos. mode, ED): Ber.: 900.4 [M+H]
Gef.: 900.7 [M+H]

'H-NMR (600 MHz, DO): 6 = 7.40-7.43(bt, 2 H,Ph) 7.32-7.34(m, 3 H,Ph), 4.56(t, 1 H),
4.55(d, 1 H),4.43-4.48(m, 4 H), 4.33-4.36(m, 2 H), 4.23-4.27(m, 3 H),4.15-4.19(m, 2 H),
4.05-4.09(m, 2 H),4.03(dd, 1 H),3.81(dd, 1 H),3.74-3.78(m, 2 H),3.54-3.65(m, 4 H),
3.31-3.38(m, 3 H),3.27(dd, 1 H),3.03-3.10(m, 3 H),2.89-2.92(bt, 2 H, CHCHHPh)

HPLC (AAV 10b): tg = 22.4 min (Saule: 4 mm x 250 mm)

Geschutztes Trimer 2 (83):

BocHN— ¢ Verbindung83 entsteht als Zwischenprodukt bei der Synthese
MoMO—| o N py,

von Oligomer 85. Verbindung 83 wurde zur Kontrolle der

Na HN OMOM . )
M%?ﬂ&%\‘ﬁo Reaktion per ESI-MS nachgewiesen.
MOMO O
MOMO (0]
NHFmoc
Cs1HgsN11022 M = 1324.39
ESI-MS (pos. mode, ED): Ber.: 1346.6 [M+H]

Gef.: 1346.1 [M+H]
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Oligomer 9 (85):

HzNzli_O;j\/\Ph Verbindung 74 wird zunéchst nach AAV 1 entschitzt und im
Anschluss dreimal nach AAV 2 mit Zuckerdiaminoséangstein6l

HHQM gekuppelt.

Kupplung SDA HATU HOAt DIPEA Reaktionszeit
1 61(1.5eq.) 1.8eqg. 24eq. 54eq. 12 h
2 61(1.5eq.) 1.8eq. 24eq. 5.4eq. 48 h
3 61(1.5eq.) 1.8eqg. 24eq. 54eq. 48 h

Im Anschluss an die Kupplung wird das Oligomer atneach AAV1 von der Fmoc-Gruppe
befreit und anschlieend nach AAV 3 vollstandigsehtitzt. Nach der Aufreinigung per
HPLC (AAV 10b) wird das Azid-geschiitzte Intermedidd reinweil3es PFPA-Salz erhalten.
Das Intermediat wird in Wasser geldst und mit 1@P&tladium auf Aktivkohle 60 Minuten
unter einer Wasserstoffatmosphéare gerihrt. Die fewkontrolle per ESI-MS zeigt nach 60
Minuten kein Edukt mehr an. Der Rickstand wird nadffiltrieren des Katalysators tber
Kieselgur in einer 0.13 % igen wassrigen PFPA-L@sgelost und lyophilisiert. Verbindung

85 wird als reinweil3es Pentakis-PFPA-Salz mit einesl#eute von 2.8 % ausgehend v@n

erhalten.
CseHs9N9O16 M = 873.90
ESI-HRMS (pos. mode, bD): Ber.: 874.4153 [M+H]

Gef.: 874.4142 [M+H]

'H-NMR (600 MHz, BO): & = 7.36-7.38(bt, 2 H,Ph) 7.27-7.30(m, 3 H,Ph), 4.30(bs, 1 H,
4.19(dd, 1 H),3.95-4.12(m, 6 H),3.88-3.92(bt, 2 H),3.67-3.81(m, 5 H),3.37-3.59(m, 9
H), 3.16-3.26(m, 4 H),2.92-3.05m, 2 H),2.84-2.86(bt, 2 H, CHCHHPh)
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Abb. 13.2:*C-NMR von Verbindun@4 (150 MHz, CDC}).
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Abb. 13.4:*C-NMR von Verbindun@6 (150 MHz, BO).

- 220 -




NMR- und Massenspektren

kA
se'e
08'e
08'e
18
88'c
68'€
86'E
66'€
00y
LTV
8Ty
8Ty
0zZ'v
T2y —— N\
ey ——7
vZ'y
Sz
LY
99y
oL
LY
187
8y

L

NN

COOH

FmocHN
MOMO

N3 OMOM

30

L

4.0

5.0

6.0

7.0

ppm (t1)

Abb. 13.5:'H-NMR von Verbindung0 (600 MHz, ¢-DMSO).

¥S'9v

96'7S

€8'T9
1699

20'SL ——
€L°6L [/
€9'08 ———\

6,28

0876
I/

0€'S6

16'6TT [/
¥2'SzT
VXA A %

26927 ——
SvigT ——

S5TOPT ——
AN
z8eyT

TC9ST

¢CeLT

FmocHN

COOH

MOMO

N3 OMOM

30

50

\
100

\
150

ppm (t1)

Abb. 13.6:*C-NMR von Verbindung0 (100 MHz, ¢-DMSO).

-221 -



NMR- und Massenspektren

Intens. - —
x107
54
FmOCHN 565.1908
MOMO o COOH
“ Nz OMOM
30
3
2 587.1733
0 - 11 . - 1 i ‘n - J
480 500 520 540 560 580 600 miz
[ +MS ]
Abb.
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Abb. 13.9: Hochaufgeldstes ESI-Spektrum von Verbimg31 (pos. Mode, HO/Dioxan 1:3).
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Abb. 13.13: Hochaufgeltstes ESI-Spektrum von Vetbig33 (pos. Mode, BO/Dioxan 1:3).
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