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1 Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

Krebs gehért zu einer der haufigsten Todesursachen weltweit . Mit der steigenden
Lebenserwartung in der modernen Bevolkerungsentwicklung erhoht sich das Risiko an Krebs zu
erkranken, weshalb der Bedarf an neuen Krebstherapien stetig zunimmt. Besonders die Entwicklung
neuer Medikamente spielt dabei eine zentrale Rolle @ Herkémmliche Krebsmedikamente, zu denen
unter anderem Alkylantien, DNA-Topoisomerase-Inhibitoren und Platinverbindungen gehoéren,
wirken unspezifisch und schadigen auch gesunde Zellen. Trotz der hohen Wirksamkeit gegeniiber
Tumorzellen kdnnen diese Praparate stark belastende Nebenwirkungen besitzen, die im schlimmsten
Fall zum Therapieabbruch fiihren. Zu den negativen Begleiterscheinungen gehéren unter anderem

®) Eine weitere

Haarausfall, Ubelkeit, Erbrechen, Herzmuskelschiden und Myelosuppression
negative Begleiterscheinung ist das Aufkommen von Wirkstoffresistenzen wahrend der
Krebstherapie.

In den letzten Jahren gab es eine Vielzahl neuer Behandlungsansatze, die neue Therapieziele
verfolgen, um besagte Nachteile zu umgehen. Diese rasante Entwicklung ist vor allem dem
Verstandnis der Vorgdnge auf molekularer Ebene zu verdanken. Dabei richtet sich die Krebstherapie
vor allem gegen biologische und zytologische Eigenarten von Krebszellen. Unkontrolliertes
Zellwachstum infolge von Genlisionen und Uberexpression fiihrt zur bésartigen Entartung. Eine
wichtige Rolle spielt dabei die Stérung bei der intrazellularen Kommunikation. Die Verstandigung und
die Regulation erfolgen (iber Signalkaskaden. Als molekulare Schalter dienen Enzyme, die ein
zentrales Kontrollinstrument der Zelle sind. Ist diese fein abgestimmte Interaktion von
Enzymkaskaden durch Mutationen in Krebszellen gestort, werden Signale in falscher Starke oder zum
falschen Zeitpunkt gesendet . Nach der vollstindigen Entschlisselung des Genoms © kénnen nun
durch genomweite Assoziationsstudien Krankheiten identifiziert werden, deren Auftreten durch

) Diese systematische

Fehlregulationen in Phosphorylierungs-Netzwerken verursacht werden
Analyse hat in den letzten Jahren Einblicke in die Tumorentstehung geliefert.

Dysregulationen von Proteinkinasen spielen bei der Entstehung von Tumoren eine zentrale Rolle.
Proteinkinasen bilden eine groRe Gruppe von Enzymen, die in praktisch allen komplexen
Signalkaskaden der Zelle beteiligt sind und damit Einfluss auf Zellproliferation, Zelldifferenzierung,
Zellteilung und Zelltod nehmen. Die genaue Kenntnis der molekularen Grundlagen auf diesem Gebiet
liefert neue und vielversprechende Ansatze bei der Wirkstoffentwicklung. Dass solche Wirkstoffe
therapeutisches Potenzial besitzen, zeigt die erfolgreiche Einfihrung von monoklonalen Antikérpern

und Tyrosinkinase-Inhibitoren zur zielgerichteten Krebstherapie. So nimmt der monoklonale

Antikorper Trastuzumab (Herceptin®) einen festen Platz unter den heutigen Tumortherapeutika bei

1



1 Einleitung und Zielstellung

bestimmten Brustkrebsarten ein. Er bindet spezifisch an HER2-Kinase-Rezeptoren und verlangsamt

dadurch das Wachstum HER2-lUberexprimierter Brustkrebszellen 7 8)

. Auch der Tyrosinkinase-
Inhibitor Imatinib (Glivec®) zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukamie (CML) ist ein gutes
Beispiel flr den Erfolg einer solch gezielten molekularen Behandlungsstrategie ©)

Andere Therapieansatze zielen darauf ab, Kontrollpunkte im Zellzyklus zu beeinflussen (10: 1 per
korrekte Ablauf des Zellzyklus ist fiir das Uberleben eines vielzelligen Organismus essentiell 12 Fir
die komplexen Steuerungsprozesse des Zellzyklus existieren eine Vielzahl regulatorischer Proteine,
die unter der Kontrolle von so genannten , Checkpoints” stehen **). Das Fortschreiten des Zellzyklus
ist daher an bestimmte Schliisselsignale geknipft. Beim Fehlen dieser Signale, verursacht unter
anderem durch Schaden an der DNA oder wachstumsstimulierende Signale, wird ein Arrest in der
Zelle ausgelost. Es werden dabei Reparaturmechanismen aktiv, die den Fehler beheben oder den
programmierten Zelltod einleiten. Ein wichtiger Motor fir die Ubergidnge im Zellzyklus ist die
oszillierende Aktivitit von Proteinkinasen aus der Familie der Cyclin-abhingigen Kinasen “*. Es ist

bekannt, dass bei zahlreichen malignen Erkrankungen Komponenten dieser Regulationseinheiten

defekt sind, wodurch die Kontrollen versagen und eine ungehemmte Vermehrung der Zelle die Folge

ist 1011,

Regulatorproteine des Cdc2/CyclinB-Komplexes am G2/M-Ubergang sind die Wee Kinasen. Die Wee
Kinasen Weel und Mytl verhindern durch inhibitorische Phosphorylierung an Thrl4- und Tyr15-
Resten der Cdc2/CyclinB-Kinase den Mitoseeintritt ™ *® *). Die arretierte Zelle ist dadurch in der
Lage, DNA-Schaden zu korrigieren. Da ein GroRteil der Krebszellen einen wichtigen Kontrollpunkt in
der G1-Phase verloren hat, kann ein DNA-Schaden nur in der G2-Phase repariert werden. Daher sind
die Wee Kinasen interessante Targets fir die Wirkstoffentwicklung. Werden die inhibitorischen
Eigenschaften der Wee Kinasen ausgeschaltet, kann dies zu einer friihzeitigen Aktivierung des
Cdc2/CyclinB-Komplexes fihren und eine vorzeitige Mitose und Apoptose einleiten ** ). Die
Abschaffung des G2-Arrests konnte vor allen in p53-defizienten Tumorzellen von groRer Bedeutung
sein "®. Dies zeigten erste Untersuchungen mit einem potenten Weel Kinase-Inhibitor. MK-1775
inhibiert die Phosphorylierung des Tyrl5 der Cdc2 durch Weel, dadurch wird ein wichtiger
Checkpoint der Zellregulation ausgeschaltet. In Kombination mit konventionellen Zytostatika (z.B.

Cisplatin) fihrt diese Behandlungsstrategie zur Apoptose der Zelle (9)

Auf der Suche nach neuen Leitstrukturen, die selektiv in zelluldare Regulationsprozesse eingreifen, ist
die Arbeitsgruppe von Dr. M. Schmidt auf eine Veroffentlichung aus dem Jahr 2005 aufmerksam
geworden. In dieser Veroffentlichung von Zhou et al. wurde Uber bioaktive Glycoglycerolipide aus

einem unbekannten marinen Algenextrakt berichtet ®°. Die dort gefundenen nativen

2



1 Einleitung und Zielstellung

Algenglycolipide zeigten eine hohe Aktivitat gegenliber der Mytl Kinase. Da die Mytl Kinase zu den
Wee Kinasen gehort und an der Regulation der Cdc2-Kinase beteiligt ist, kdnnte ihre Inhibition auch
zur Abschaffung eines wichtigen Kontrollpunktes im Zellzyklus fiihren an

Gegenstand dieser Arbeit ist die Erstellung eines Synthesekonzepts fiir die Darstellung des in
Abbildung 1 aufgefiihrten potenten Algenglycoglycerolipids. Das Synthesekonzept soll gleichzeitig die
Grundlage fir Strukturmodifikationen schaffen. Sie soll die Substitution des Kohlenhydratbausteins,
der Kettenlange, der Glyceroldomane sowie die Darstellung der entsprechenden Anomeren
ermoglichen. Die biochemische Testung dieser Verbindungen in geeigneten Testsystemen wirde
somit die Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen ermdglichen und Riickschliisse auf die Art

der Inhibition zulassen. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag fiir die Entwicklung moglicher

potenter Mytl-Kinase-Inhibitoren leisten.

NH
0 [0}
" )WVV\/\
HO 0
OH H

Abb. 1: 1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6-amino-6"-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol
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2.1 Proteinkinasen

Die Proteinkinasen gehdren zu einer der grofSten Superfamilien von Proteinen, die im humanen
Genom codiert sind. Nachdem das menschliche Genom vollstiandig bestimmt wurde, konnten
insgesamt 518 Proteinkinasen identifiziert werden. Die Summe aller Kinasen wird als , Kinom*
bezeichnet ©.

Proteinkinasen (iben in ihrer Funktion als Enzyme wichtige biologische Prozesse in der Zelle aus.
Indem sie bestimmte Aminosduren auf der Oberfliche von Substratproteinen mit einer
Phosphatgruppe vom ATP modifizieren, werden die biologischen Eigenschaften dieser Proteine
verandert. Das Substratprotein wird dabei selbst aktiviert oder inaktiviert, je nachdem welche
Konformation es nach der Phosphorylierung annimmt. In den meisten Fallen setzten solche
Phosphorylierungen Kaskaden von Signalketten in Gang, die sich auf die Zellproliferation, Zellteilung,
Zelldifferenzierung und den Zelltod auswirken. Die Erkenntnis, dass die Proteinkinasen in nahezu
allen Signalkaskaden der Zelle einbezogen sind, macht sie als Targets fiir die Wirkstoffentwicklung

besonders interessant !

. Allerdings gestaltet sich die Wirkstoffentwicklung schwierig. Dieser
Umstand ist vor allem den relativ groBen Ahnlichkeiten in der katalytischen Domane der
Proteinkinasen geschuldet. So ist allen Proteinkinasen gemein, dass sie denselben
Reaktionsmechanismus und sehr dhnliche Proteinsequenzen und dreidimensionale Strukturen in
ihrem katalytischen Zentrum aufweisen. AuBerdem binden alle Proteinkinasen ATP als Cosubstrat.
Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten ist die Aufklarung ihrer spezifischen Funktionen sehr diffizil. Man
nimmt sich des Problems an, indem man Proteinkinasen anhand ihrer Aminosduresequenz vergleicht
und in Familien einordnet. Eine Klassifizierung, basierend auf Sequenzdhnlichkeiten der
Kinasedomanen bekannter biologischer Funktionen, zeigt sieben groRe Gruppen, die wiederum in
134 Familien und 201 Subfamilien untergliedert werden kénnen ©) Das in Abbildung 2 dargestellte

Dendrogramm des humanen Kinoms zeigt die phylogenetischen Beziehungen der 518 Proteinkinasen

auf.



2 Allgemeiner Teil

5
EW1/MAP2KL
MBI/ MAPIND

KA/ MAPTKS
KK, MARIKE

SEKL/MARZIE
]

PLK,
prood ' o e
CHKT® ’r“‘_ﬂ'lf‘.'a - pTOSGHK LS }ju&
. & /N \ 8
f A | Aurlyaur 5
- J\M,w : ™

ADDITIONAL ATYPICAL PROTEIN KINASES

AG/Twinflin-1  Fast Kinese
ABe/Twinfilin-2  H1L/HSPE
camMKx GLL SIS

Abb. 2: Dendrogramm des humanen Genoms nach Manning (22), Abkiirzungen: TK-Tyrosinkinasen,
TKL-Tyrosinkinase-Ghnliche Kinasen, STE-Kinasen mit Ahnlichkeit zu Steril-7, Steril-11, Steril-20-
Kinasen aus Hefe, CMGC-Cyclin-abhdngige Kinasen, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen, Glykogen-
Synthase-Kinase, Cdc2-éhnliche Kinasen, CK1-Caseinkinase-1, AGC-Proteinkinase A, G und C, CAMK-
Calmodulin-abhéingige Proteinkinase
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2.1.1 Struktur einer Proteinkinase

Proteinkinasen lassen sich hinsichtlich ihrer Substratspezifitat in Tyrosinkinasen, Serin/Threonin-

Kinasen, Histidin-spezifische Proteinkinasen und Aspartat/Glutamat-Kinasen klassifizieren @)

n
Hinblick auf ihre dreidimensionale Struktur zeigen die meisten Kinasen eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit. Da alle Kinasen ATP als Cosubstrat nutzen und die Ubertragung von y-Phosphatresten
katalysieren, ist besonders die katalytische Domane stark konserviert.

Die katalytische Einheit besteht aus zwei strukturellen Untereinheiten. Die kleinere N-terminale
Domédne besteht vorwiegend aus R-Faltblatt, wahrend die gréRere C-terminale Domédne sich
mehrheitlich aus a-Helices zusammensetzt. An der Verbindung beider Domanen befindet sich eine
tiefe Spalte mit der ATP-Bindungsstelle. Vergleichbar mit einem Scharnier wird sie als Hinge-Region
bezeichnet.

Nach Hanks und Hunter kann die Struktur der katalytischen Einheit von Proteinkinasen in 12
Subdomaénen (Domane 6 ist unterteilt in 6A und 6B) eingeteilt werden, wobei folgende strukturelle
Domanen fir die katalytische Aktivitat besonders charakteristisch sind @Y Die Subdomine 1 am N-
Terminus bildet eine glycinreiche Schleife, die sich oberhalb der ATP-Bindestelle befindet und als
Ankerregion der Phosphatreste des ATPs dient. Subdomane 2 enthdlt die Aminosaure Lysin. In der
aktiven Konformation der Proteinkinase bildet Lysin innerhalb des N-terminalen Bereiches eine
Salzbriicke mit der Aminosaure Glutamat der Subdomane 3. Der Triphosphatrest des ATPs kann
aufgrund dieser Wechselwirkungen optimal positioniert und mit Hilfe der glycinreichen Schleife
stabilisiert werden. In der Subdomane 6B befindet sich die charakteristische Aminosaure Asp, die als
katalytische Base bei der Phosphatibertragung fungiert. In der Subdoméane 7 befindet sich das
hochkonservierte DFG-Motiv, das aus den Aminosduren Asp, Phe und Gly gebildet wird. Es bildet
auch den Anfang der auRerst flexiblen Aktivierungsschleife, die sich bis Uber die Subdomane 8
erstreckt. Im Zuge von Phosphorylierungen kann sie zwei verschiedene rdumliche Anordnungen
annehmen und somit die Aktivitit der Kinase regulieren **"

Abbildung 3 zeigt die Ribbonstruktur der katalytischen Domane einer EGFR-Proteinkinase mit seinem

Inhibitor . In dieser Abbildung werden die einzelnen Subdomanen farbig hervorgehoben.
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Abb. 3: Farbige Hervorhebung der Subdomdnen von Proteinkinasen am Beispiel einer EGFR-Domdne.
Die Subdoménen sind von 1-11 gekennzeichnet *”
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2.1.1.1 ATP-Bindungstasche

In der ATP-Bindungstasche befinden sich mehrere Bereiche, die fiir die Bindung von potentiellen

Hemmstoffen relevant sein konnten. Sie besteht aus mehreren Unterbereichen, die fir das

(28)

strukturbasierte Wirkstoffdesign ausgenutzt werden kdnnen . In Abbildung 4 werden diese

Bereiche schematisch dargestellt.

Asparinsdure
o] des DFG-Motivs der
% Subdoméane 7
N
/

H
\ _H Adenin-
N

SO M m®S XSO —0 0

| _—Phosphatbindende
Region

hydrophobe
Region 2

Asparaginsdure
der Subdomane 6B

Abb. 4: schematische Darstellung der ATP-Bindungstasche von Proteinkinasen mit dem gebundenen
Cofaktor ATP modifiziert nach Traxler (28)

Adenin-bindende Region

ATP bindet (iber konservierte Wasserstoffbriickenbindungen an den Peptidstrang der Hinge-Region.
Daneben existieren nicht-polare Wechselwirkungen mit hydrophoben Resten aus den N-terminalen
und C-terminalen Bereichen. Trotz der hohen Konservierung sind feine Unterschiede durch
geringfligige Abweichungen der Aminosaurereste moglich. Die meisten ATP-kompetitiven Inhibitoren

imitieren den Bindungsmodus des ATPs (29)
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Ribose-Bindungstasche

Sie befindet sich in einem Randbereich der ATP-Bindungstasche. Die Bindung der Ribose erfolgt tiber
eine Wasserstoffbriickenbindung mit einer polaren Aminosaure der C-terminalen Domane. Dieser
Bereich ist hoch konserviert und erlaubt nur wenig Spielraum flir das Design selektiver Wirkstoffe.
Aufgrund ihres partiell hydrophilen Charakters, nutzt man diesen Bereich vor allem um

I6sungsverbessernde Molekilgruppen in Inhibitoren einzubauen (30}

Phosphatbindende Region

In dieser Region erfolgt die Bindung der Triphosphatgruppe des ATPs. Fiir den katalytischen Vorgang
muss diese optimal ausgerichtet sein, daher ist auch diese Region hochkonserviert. Mit Hilfe der
entsprechende Aminosauren der Subdomaénen, die iiber Mg**-lonen das Triphosphat stabilisieren,

wird eine einwandfreie Phosphatiibertragung gewahrleistet.

,Selektivitatstasche” - hydrophobe Region

Diese Region befindet sich tief im inneren der ATP-Bindetasche und wird durch das natrliche
Substrat ATP nicht genutzt. Man bezeichnet sie daher auch als ,Selektivitatstasche” BY Dpie
Ausdehnung der Tasche ist abhangig von der GroRe der lipophilen Seitenketten der benachbarten
Aminosaduren. Sie ist weniger konserviert als andere Bereiche des katalytischen Zentrums. Der
Zugang erfolgt lber die sogenannte , Gatekeeper“-Aminosaure, die in den verschiedenen Kinasen in
Form und GrofRRe variieren kann. Aufgrund der Sequenzvariabilitat ist dieser Bereich besonders fiir

das Design selektiver Hemmestoffe interessant.

Hydrophobe Region 2

Dieser wird auch als oberflaichenexponierter Frontbereich bezeichnet und ist zum Solvens hin
geoffnet. Auch hier wird die Gberwiegend hydrophobe Region nicht durch ATP zur Bindung genutzt.
Sie ist wie im Fall der ,Selektivitdatstasche” weniger konserviert und bietet dadurch einen weiteren

Anhaltspunkt zur selektiven Wirkstoffentwicklung.
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2.1.2 Bedeutung von CDKs im Zellzyklus

2.1.2.1 Zellzyklus

Der Zellzyklus setzt sich aus vier definierten, voneinander abgrenzbaren Phasen zusammen, in deren
Folge aus einer Zelle zwei identische Tochterzellen hervorgehen. Die Interphase, die zwischen den
aufeinanderfolgenden mitotischen Teilungen liegt, wird in der Reihenfolge ihres Ablaufs in die G1-, S-
und G2-Phase unterteilt. Die G1-Phase des Zellzyklus wird eingeleitet durch wachstumsstimulierende
Signale auf Zellen in der GO-Ruhephase. In dieser Phase beginnen die Zellen zu wachsen, um sich auf
die nachfolgende S-Phase vorzubereiten. In der S-Phase wird die DNA-Synthese eingeleitet und der
Chromosomensatz verdoppelt. Nach Abschluss der S-Phase bereitet sich die Zelle in der G2-Phase auf
die Zellteilung vor, indem sie die neu synthetisierte DNA auf Fehler hin Gberprift und gegebenenfalls
repariert. Die M-Phase, in der der Zellkern und das Cytoplasma durch Mitose und Cytokinese geteilt
werden, ist die kiirzeste Phase des Zellteilungszyklus. Nach der Zellteilung in der M-Phase kann die

Zelle erneut einen Zellzyklus durchlaufen oder in einen Zustand ohne Teilung, der GO-Phase,

(32)

Mitose
Zellteilung
M-Phase

eintreten

(G°

J

G1-

Phase PR Restriktionspunkt

RNA-und
Proteinsynthese
Zellwachstum

S-Phase

DNA-Replikation
Histon-Synthese

G2-Phase

Vorbereitung
der Mitose

Abb. 5: vereinfachte Darstellung des Zellzyklus

Zeitpunkt und Geschwindigkeit der Zellteilung sind fir das normale Wachstum und die Vitalitat
vielzelliger Organismen von zentraler Bedeutung. Je nach Zelltyp kann man verschiedene Muster der
Zellteilung beobachten. Nerven- und Muskelzellen sind stark spezialisierte Zellen und teilen sich nicht

mehr. Andere Zelltypen, unter anderem Leberzellen, lassen sich durch duRere Signale in den

10
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Zellzyklus zurlickholen. Das Zellteilungsmuster von Krebszellen unterscheidet sich von normalen
Zellen. Thr Wachstum kann durch den Organismus nicht mehr kontrolliert werden, so dass sich die

Zellen autonom und mit groBerer Geschwindigkeit teilen 52),

2.1.2.2 Zellzykluskontrolle

Fir das gesunde Uberleben des Organismus ist der korrekte Ablauf der einzelnen Phasen
entscheidend. Dies wird durch eine Reihe von Kontrollmechanismen geregelt, die den Ubertritt in die
nachste Phase erst dann zulassen, wenn bestimmte kritische Faktoren erfillt sind. Es existieren
sowohl intrinsische sowie externe Kontrollmechanismen. Die Zellteilung wird unter anderem durch
das Nahrstoffangebot bestimmt, sind die physiologischen Bedingungen schlecht fiir die Zelle, findet
keine Zellteilung statt. Mitogene und antimitogene Signale sind extrazelluldare Signale, die an
transmembrandren Rezeptoren binden und eine intrazelluldare Signalkette in Gang setzen, die die
Zellteilung beeinflussen. Die intrinsischen Faktoren stellen dagegen sicher, dass der Zyklus vollstandig
ablauft und am Ende jeder Zellteilung zwei genetisch identische Zellen hervorgehen. So kann erst die
S-Phase durchlaufen werden, wenn die Mitose vollstandig abgeschlossen ist und umgedreht. Ein
weiteres wichtiges Kriterium fir die Zellteilung ist die ZellgroBe. Erst wenn das Verhaltnis von
Volumen zu Genomgrofle einen Schwellenwert (berschreitet, kann eine erneute Zellteilung
stattfinden. Vor jeder Zellteilung muss auch die DNA Replikation auf Fehler und Vollstiandigkeit
gepriift werden, um Mutationen zu verhindern **. An wichtigen Ubergéngen von einer Phase zur
nichsten existieren dafiir Kontrollpunkte, sogenannte Checkpoints > ¥, Wichtige Kontrollpunkte des
Zellzyklus befinden sich in am Restriktionspunkt der G1-Phase und am Ende der G2-Phase (G2/M-
Ubergang). Am Restriktionspunkt wird eine ,Alles oder Nichts“ Entscheidung getroffen, die sowohl
von inneren als auch von dufleren Signalen abhangt. Wird dieser Punkt (iberschritten, ist die Zelle
unwiderruflich gezwungen auch die nachfolgenden Phasen zu durchlaufen und sich zu teilen 23
Dieser Prozess lauft automatisch ab und arbeitet unabhangig von dufleren Signalen. Ein weiterer
wichtiger Kontrollpunkt befindet sich am Ende der G2-Phase. Der Eintritt in die M-Phase findet nur
dann statt, wenn die DNA vollstindig und exakt repliziert wurde. Bei defekter Replikation arretiert
die Zelle in der G2-Phase, bis die DNA repariert ist oder der programmierte Zelltod eingeleitet wird.
Gesteuert wird das Uberschreiten der Checkpoints durch Proteinkinasen, den sogenannten Cyclin-
abhingigen Kinasen 3%,

Der Ablauf des Zellzyklus wird dabei hauptsachlich durch die CDK1 (Cdc2), CDK2, CDK4 und CDK6
bestimmt. Sie sind damit entscheidende Schliisselelemente zur Regulierung des Zellzyklus. Cyclin-

abhidngige Kinasen gehoren zu einer Familie von Proteinkinasen, deren Aktivitdt durch die

Konzentration ihrer zugehorigen Cycline bestimmt wird. Als CDK-Cyclin-Komplex bilden sie aktive
11
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Formen, die in der Lage sind, Substratproteine zu phosphorylieren und damit Einfluss auf den
Zellzyklus zu nehmen. Wahrend die Konzentration der CDKs im Zellzyklus nahezu konstant bleibt,
unterliegen Cycline zyklischen Konzentrationsschwankungen. Die verschiedenen Cycline weisen eine
unterschiedliche Praferenz zu den CDKs auf, es werden daher nur bestimmte Kombinationen von

CDK-Cyclin-Komplexen beobachtet (23)

. Durch die Expression und den proteolytischen Abbau
bestimmter Cycline in den Zellzyklusphasen werden nur bestimmte CDK-Cyclin-Komplexe aktiv. In der
friihen G1-Phase interagiert CyclinD mit CDK4 und CDK6. lhnen folgt CDK2/CyclinE in der spaten G1-
Phase. Wihrend CDK2/CyclinA in der S-Phase, CDK1/CyclinA am S/G2-Ubergang und CDK1/CyclinB
am G2/M-Ubergang aktiviert werden. Neben den CDKs existieren auch ihre Gegenspieler, die
sogenannten CDKIs (cyclin-dependet kinase inhibitors), die ihrerseits die Aktivitdt der CDKs negativ
regulieren. Eine weitere wichtige Gruppe zellregulatorisch wirkender Enzyme sind die CDC25-

Phosphatasen (23)

2.1.3  Struktur und Regulation einer CDK

Das Faltungsmuster einer CDK weist eine groRe Ahnlichkeit zu anderen strukturell charakterisierten
Proteinkinasen auf. Die strukturelle Basis fir die folgenden Ausflihrungen der Struktur der CDK bilden
rontgenkristallographische Untersuchungen der inaktiven CDK2 und ihres aktiven Komplexes mit
Cyclin A ®%3)_Dje Angaben und die Position einzelner Aminosiuren kénnen daher bei anderen CDKs
variieren. Allgemein ist jedoch eine hohe Homologie unter den CDKs vorzufinden. Das katalytische
Zentrum der CDKs beinhaltet ungefdahr 300 Aminosauren, und weist eine hohe Homologie zwischen
den Mitgliedern dieser Familie auf. Die kleine N-terminale Domane besteht vorrangig aus B-Faltblatt-
Strukturen. Die grofRere C-terminale Domadane ist reich an a-Helices. An der Verbindung beider
Domanen befindet sich eine tiefe Spalte mit der ATP-Bindungsstelle. Weiterhin existiert im Bereich
der N-terminalen Domane eine streng konservierte Sequenz von 16 Aminosauren, die sogenannte
PSTAIRE-Region. Diese Region, die aus einer a-Helix besteht, ist fiir die Bindung des zugehorigen
Cyclins verantwortlich. Liegt die CDK als Monomer in inaktiver Form vor, wird der Zugang zum
katalytischen Zentrum durch eine Schleife blockiert, die auch T-Schleife genannt wird. In dieser
Schleife befindet sich Thr160, das durch Phosphorylierung zu einer gesteigerten Aktivierung der
CDK2 fiihrt (Thr161 bei Cdc2) ©*°.

Der Ubergang zwischen der inaktiven und aktiven Form der Cyclin-abhdngigen Proteinkinasen wird
auf vielfaltige Weise kontrolliert (36). Eine Aktivierung der CDKs ist nur dann moglich, wenn das
zugehorige Cyclin gebunden ist. Cycline verfligen Gber die sogenannte Cyclin-Box. Diese stellte eine
konservierte Domédne aus ca. 100 Aminosauren dar, mit der die Bindung an die zugeordnete CDK
erfolgt. Anhand der Rontgenkristallstruktur der CDK2 mit und ohne gebundenen Cyclin A konnte

gezeigt werden, dass durch die Cyclin-Bindung eine Konformationsdanderung im katalytischen
12
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Zentrum stattfindet. Die Wechselwirkung der Cyclin-Box mit der PSTAIRE-Region der CDK fiihrt zu
einem Aufschmelzen der alL12-Helix, die normalerweise die T-Schleife und ATP in einer katalytischen
unginstigen Konformation halt. Hierbei kommt es zu einer Umorientierung der T-Schleife und das
katalytische Zentrum wird aufgeweitet. Bei dieser Konformationsanderung wird auch das an der
Katalyse beteiligte Glu51 der PSTAIRE-Region ins aktive Zentrum gebracht. Die Phosphatreste des
ATP werden dabei so ausgerichtet, dass eine Phosphatiibertragung moglich ist 87 Fur die weitere
Aktivierung der CDK muss eine Phosphorylierung an Thr160 (CDK2) bzw. Thr161 (CDK1) erfolgen. Die
Phosphorylierung wird durch die CAK Proteinkinase ausgeilibt und soll vermutlich zur nétigen
Stabilitdt zwischen CDK/Cyclin-Komplex beitragen. Eine weitere Form der Aktivierung der CDK erfolgt
durch spezifische Phosphatasen, den cdc25-Phophatasen. lhre Aufgabe besteht darin, inhibierende
Phosphorylierungen an Thrl4 und Tyrl5 riickgdngig zu machen. Neben der Aktivierung der CDK
erfolgt ihre Regulation auch (iber inaktivierende Prozesse. Hierzu zadhlt unter anderem die Bindung
von Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Proteinkinase (CKls) sowie die Phosphorylierung an Thrl4 und
Tyr15. Die besondere Bedeutung der Phosphorylierung kommt hierbei vor allem am G,/M-Ubergang
und wahrend der M-Phase zum Tragen. So wird der Cdc2/Cyclin B-Komplex durch Phosphorylierung

von Thr14 und Tyr15 bis zum Ende der G2-Phase in einem inaktiven Zustand gehalten .

2.1.4 Wee Kinasen

Die Familie der Wee Kinase wird aus der Weel sowie Weel Homologen und der Mytl gebildet.
Vertreter dieser Familie sind entscheidende Regulatoren der Cdc2 (CDK1). Die Aktivitat der Cdc2
bestimmt den Mitoseeintritt einer Zelle. Zusammen mit ihrem Cyclin B bildet die Cdc2 den

sogenannten MPF (,mitosis promoting factor”) ®% 3

. Ist dieser Komplex aktiv, wird die Mitose
eingeleitet. Eine negative Kontrolle erfolgt wahrend der S- und G2-Phase durch inhibitorische
Phosphorylierung an Thrl4 und Tyr15 durch die beiden homologen Kinasen. Wahrend die Weel und
ihre Weel Homologen ausschliellich Tyr15-Reste phosphorylieren, bewirkt die Mytl-Kinase die
Phosphorylierung an Thrl4- und Tyrl5-Resten. Durch die Inhibierung des MPF soll ein vorzeitiger

Eintritt in die Mitose, als Antwort auf eventuell auftretende DNA-Schaden, unterbunden werden.

13



2 Allgemeiner Teil

« - €
|

aktive Form inaktive Form

pT14Y15

cdc25

Einleitung der M-Phase ]

Abb. 6: Phosphorylierung und Dephosphorylierung der Cdc2-Kinase (CDK1)

2.1.3.1 Weel Kinase

Die humane Weel ist eine hauptsachlich im Zellkern lokalisierte 16sliche Proteinkinase. Sie besteht
aus 646 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von ca. 94 kDa und weist die fiir Proteinkinasen
charakteristische Domane auf. Die duflere Begrenzung der Proteinkinase wird durch die N-und C-
terminale Domane gebildet. Sie ibernehmen vorrangig regulatorische Aufgaben. Die katalytische
Domédne umfasst 271 AS und besitzt eine zweilappige Struktur. Der N-terminale Lappen wird
hauptsachlich aus RB-Faltblattstrukturen gebildet und enthalt die charakteristische glycinreiche
Schleife aus GxGxxG. Im C-terminalen Lappen Uberwiegen a-helikale Strukturen. Im Spalt zwischen
den beiden Lappen, erfolgt die Bindung des Substrats sowie die des ATPs. Die Hinge-Region bildet
das Ende der Spalte und verbindet den N- und C-terminalen Teil. Die Gelenkregion geht wichtige
Wasserstoffbrickenbindungen mit ATP ein. Sie ist auch verantwortlich flr die Wechselwirkung mit
kompetitiven Hemmstoffen des ATPs. Das katalytische Segment befindet sich im C-terminalen
Bereich und ist hochkonserviert. Eine Schlusselfunktion wird vom aktivierenden Teil der Kinase
ausgelibt. Hierbei handelt es sich um eine grolRe Schleife, die sich aus insgesamt 25 AS aufbaut und
ein fir Weel typisches DLG-Motiv aufweist. Dieser Teil der katalytischen Domane ist hochkonserviert
und nur fir die Familie der Weel Kinasen spezifisch. Fiir die Phosphorylierung von Tyr15-Resten der
Cdc2 sind Weel-spezifische Merkmale innerhalb der Aktivierungsschleife entscheidend sowie das
Vorhandensein der AS Glu309 in der glycinreichen Schleife. Glu309 blockiert vermutlich durch

sterische Hinderung die Phosphorylierung des Thr14 ®©.

14
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Funktionell betrachtet ist die Weel eine Tyrosinkinase, jedoch dhnelt sie in ihrer strukturellen
Beschaffenheit und Sequenz den Serin/Threonin-spezifischen Kinasen. Weiterhin weist die Weel
typische Weel-spezifische Sequenzmuster auf, so dass sie innerhalb der Proteinkinasen eine

eigenstandige Subfamilie bildet ©*°.

2.1.4.2 Myt1 Kinase

Die Mytl zahlt aufgrund ihrer Sequenzhomologie zur Familie der Weel Kinasen. Sie setzt sich aus
insgesamt 499 Aminosauren zusammen und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 55 kDa. Trotz ihrer
Zugehorigkeit zu den Weel Kinasen existieren deutliche Unterschiede zwischen beiden Vertretern.
So gehort die Mytl zu den dual-spezifischen Kinasen. Sie ist in der Lage sowohl Thr14 als auch Tyr15

(15)

der Cdc2 zu phosphorylieren Bei der humanen Mytl wird sogar vorzugsweise Thrl4
phosphoryliert ™7 Jm Unterschied zur Weel ist sie membrangebunden und befindet sich im Cytosol
am Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat. Anhand der Aminosauresequenz lassen sich
sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zwischen beiden Kinasen feststellen. Die
Sequenzidentitdt zur humanen Weel betragt nur 32 %. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist
das Fehlen einer aus 19 Aminosauren bestehenden Einheit der katalytischen Domane. Weiterhin
zeigt sie statt des DLG-Motivs der Weel, ein DFG-Motiv. AulRerhalb des katalytischen Zentrums
befindet sich im C-Terminus eine vorrangig aus ungeladenen und hydrophoben Aminosauren
gebildete Einheit. Sie ist wahrscheinlich fir die Membranbindung verantwortlich *”. Trotz der vielen
Unterschiede dhneln sich die beiden Kinasen hinsichtlich ihrer Sequenz sowie ihrer Funktion im
Zellzyklus. Ebenso wie die Weel ist sie an der Regulation des Cdc2/CyclinB-Komplexes beteiligt. Es
erfolgt eine Phosphorylierung von Thrl4 und Tyr15 der Cdc2, die eine Inhibierung des Cdc2/CyclinB-

Komplexes bewirkt **.

15
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Abb. 7: Struktur der Myt1-Kinase *

2.2 Inhibitoren von Proteinkinasen

Kinaseinhibitoren kénnen in 4 Klassen eingeteilt werden. Nach Art ihres molekularen
Hemmmechanismus werden sie als Typ-I, Typ-Il, Typ-lll und kovalente Inhibitoren klassifiziert (29),

Typ-I-Inhibitoren binden dhnlich dem ATP in die ATP-Bindetasche. Sie bilden Wasserstoffbriicken mit
der Scharnierregion und interagieren mit hydrophoben Regionen innerhalb der ATP-Bindetasche. Die
Hemmung der Kinaseaktivitat erfolgt ATP-kompetitiv. Typ-I-Inhibitoren werden zumeist aus einem
heterozyklischen Ringsystem gebildet, wodurch sie den Adeninrest des ATP imitieren und die
Purinbindungsstelle besetzen. Gleichzeitig enthalten sie Seitenketten, die mit den angrenzenden
hydrophoben Regionen in Wechselwirkung treten . Ein marktzugelassener Inhibitor aus dieser

Klasse ist das Dasatinib Y.

16
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Abb. 8: Beispiel fiir einen Typ-I-Kinaseinhibor/ die farbigen Markierungen zeigen die
Wechselwirkungen mit der ATP-Bindungstasche

Typ-ll-Inhibitoren gehdren ebenfalls zu den kompetitiven Inhibitoren, allerdings erfolgt die Hemmung
indirekt. Typ-ll bindet mit hoher Affinitdt an die inaktive Konformation der Kinase. Hierbei spielt das
vorhandene DFG-Motiv eine zentrale Rolle. In Abhangigkeit der raumlichen Anordnung der
Aminosduren existiert eine DFG-in und eine DFG-out Konformation. Inhibitoren dieser Klasse
stabilisieren die inaktive DFG-out Konformation, bei der sich das DFG-Motiv in einer auswarts
gerichteten Konformation befindet. In dieser Konformation wird ein zusatzlicher hydrophober
Bereich zuganglich, der weniger stark konserviert ist 29 pie Bindung des Inhibitors ermoglicht so
keinen Wechsel der Konformation, der fiir die Phosphatlibertragung wichtig ist. Neuere
Generationen dieser Inhibitorenklasse weisen zusatzlich eine allosterische Wechselwirkung auf. Die
Wechselwirkung mit der ATP-Bindetasche bleibt allerdings bestehen. Bekannte Vertreter solcher

Kinaseklassen sind Imatinib, Nilotinib und Sorafenib “! 42,

hydrophobe Region 2

o allosterische
= - Bindung
. | 0 . H N
SNH '

CF3

Sorafenib Imatinib

Abb. 9: Beispiele fiir Typ-ll-Kinaseinhibitoren und ihre Wechselwirkung mit der Kinase

Typ-lll-Inhibitoren hemmen rein allosterisch. Sie binden in einiger Entfernung zum aktiven Zentrum
der Kinase. Da der Bindungsort nicht der gleiche ist wie flir das Substrat, zdhlen sie zu den nicht-

kompetitiven Inhibtoren. Da sich die einzelnen Proteinkinasen auRerhalb des katalytischen Zentrums
17
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hinsichtlich ihrer Struktur unterscheiden und jede eigene strukturelle Merkmale aufweist, kann diese
Klasse von Inhibitoren besonders selektiv wirken ). Allerdings ist die Suche nach solchen Inhibitoren
erschwert, da nur wenige Informationen zur Struktur und potentielle Bindungsstellen der Kinasen
existieren. So befindet sich die Myristoyl-Bindungstasche der Abl-Kinase in einiger Entfernung zum
aktiven Zentrum. Der Inhibitor GNF-2 bindet spezifisch an diese Tasche und hemmt die Aktivitat der

Kinase 3,

Die kovalenten Inhibitoren sind in der Lage, nukleophile Aminosdureseitenketten (vorwiegend
Cystein) mittels einer Michael-Addition zu alkylieren. Damit stellen sie eine irreversible, kovalente
Bindung zum Protein her. Ein in Phase 3 der klinischen Erprobung befindlicher Inhibitor ist das

Afatinib (BIBW-2992), der irreversibel EGFR und HER2-Kinaserezeptoren hemmt 4

H reaktive Seitenkette F
I
N N
(/ | \@\ ||-| HN cl
N CFy N
o~ Xn

O
o] 0] BIBW-2992

GNF-2

a) b)

Abb. 10: a) Typ-llI-Kinaseinhibitor b) kovalenter Inhibtor

2.2.1 Kinaseinhibtoren zur zielgerichteten Therapie

Protein-Tyrosinkinasen sind wichtige Regulatoren von Signalwegen und beeinflussen unter anderem
die Proliferation von Zellen. Eine Fehlregulation kann einen signifikanten Einfluss auf die Proliferation
der Zelle nehmen und bei der Entstehung von Krebs eine zentrale Rolle spielen. Kinaseinhibitoren in
der Krebstherapie konnen bei auftretenden Fehlregulationen gezielt eingesetzt werden. Einige
Tyrosinkinase-Inhibitoren sind bereits in die klinische Praxis eingefiihrt worden. Dazu gehdren unter
anderem die monoklonalen Antikorper, die spezifisch an Rezeptortyrosinkinasen binden.
Trastuzumab (Herceptin®) ist ein humanisierter, monoklonaler Antikérper, der spezifisch an seinen
Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2 bindet und zur Behandlung von Brustkrebs eingesetzt wird.
Cetuximab (Erbitux®) bindet an EGFR-Rezeptoren und verhindert die Aktivierung durch EGF und

damit die Tumorbildung. Bevacizumab (Avastin®) ist ein Beispiel eines Angiogenese-Hemmers. Dieser
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humanisierte, monoklonale Antikérper bindet selektiv an VEGF und verhindert dadurch die
Neubildung von Blutgefdllen, die unter anderem Tumorzellen mit Nahrstoffen versorgen. Beide
Antikorper werden vorrangig zur Therapie bei Darmkrebserkrankungen eingesetzt. Kleine Molekiile,
die spezifisch an die katalytische Domane binden, sind vor allem ATP-kompetitive Inhibitoren.
Bekanntestes Beispiel ist Imatinib (Glivec®). Hierbei handelt es sich um einen intrazelluldren
Tyrosinkinase-Inhibtor, der die Tyrosinkinase-Aktivitat von Bcr-Abl hemmt und damit die Proliferation
von Bcr-Abl-positiven Tumorzellen hemmt. Weitere bekannte Beispiele ATP-kompetitiver Inhibitoren
sind Erlotinib (Tarceva®), Dasatinib (Sprycel®) und Lapatinib (Tyverb®). Eine grundlegende
Herausforderung bei der Entwicklung von neuartigen Kinaseinhibitoren ist deren Selektivitatsprofil zu
erweitern und das Aufkommen von Wirkstoffresistenzen zu verringern.

Ein GroRteil bekannter Kinaseinhibitoren (z. Bsp. Staurosporin) ist eher unselektiv und inhibiert in der
Regel mehr als nur ein Zielprotein . Dieser Umstand ist auf den Hemmmechanismus der meisten
Kinaseinhibitoren zuriickzufiihren. Die Mehrheit der Inhibitoren hemmt iberwiegend ATP-kompetitiv
an der hochkonservierten ATP-Bindungstelle. Es missen daher gute Strategien fiir das Einpassen von
Wirkstoffen gefunden werden, um diesen Umstand gerecht zu werden. Wirkstoffe, die an weniger
konservierten Bereichen binden und damit eine Hemmung ermoéglichen, sind fir die Forschung
besonders attraktiv. Diese weniger konservierten Bereiche sind fiir die einzelnen Kinasen besonders
typisch, weshalb diese Art von Inhibitoren besonders selektiv wirken kénnen. Auch hinsichtlich der
Entstehung von Wirkstoffresistenzen, die zunehmend bei der Behandlung mit Kinaseinhibitoren
auftreten, stellen die rein allosterisch wirkenden Inhibitoren einen interessanten Ansatzpunkt dar.
Aufgrund des Selektionsdrucks auf die Tumorzellen wahrend der Behandlung werden haufig
Mutationen im Bereich der Gatekeeper-Region (,Selektivitdatstasche”) beobachtet. Bei diesen
Mutationen kommt es oftmals zum Austausch von kleineren Aminosduren gegen groRere,
hydrophobe Reste. Als Folge solcher Mutationen kommt es zu einer gesteigerten Aktivitat der Kinase.
Die Bindung des Inhibitors wird erschwert, wahrend die Affinitdat zu ATP zunimmt 48 splche
Mutationen kdénnen gezielt umgangen werden, indem man z.B. verstarkt nach Typ-lll-Inhibitoren
sucht, die auRerhalb der ATP-Bindungstasche binden und die enzymatisch inaktive Form stabilisieren.
Vielversprechend scheint auch eine Kombination aus Typ-lll-Inhibitoren und ATP-kompetitiven
Inhibitoren in der Tumortherapie zu sein. Da sie verschiedene Bindungsmodi und Wirkorte besitzen,

kénnten sie die Entstehung von Resistenzen unterdriicken.
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2.3 Krebsmedikamente aus Naturstoffen

Viele der heute zum Einsatz kommenden Wirkstoffe in der Pharmazie lassen sich auf Substanzen aus
der Natur zurlickfiihren. Dies zeigt eine Studie von Newman und Cragg vom Nationalen Krebsinstitut
im US-amerikanischen Frederick, die von 1981-2006 alle neu zugelassenen Pharmazeutika
untersuchten. Sie beschrankten sich dabei auf solche Medikamente, die komplett neu entwickelt
wurden und nicht durch geringfligige Abanderungen bekannter Medikamente entstanden sind. Dabei
schlussfolgerten sie, dass ungefahr 50% der neuen Arzneimittel, die in dieser Zeit eingefiihrt worden,

auf einem Naturprodukt basieren oder einem solchen nachempfunden sind “n

EV EB mEN END mS mS/NM mS* mS*/NM

4% 1% 10%

<

11%

8%

Abb. 11: All available anticaner drugs from 1940s — 06/2006 (175) ,,B“ Biological, ,N“ Naural Product,
,ND“ Natural derived, ,S“ Synthetic, ,S*“ Synthetic, but pharmacophore is a natural product, ,V*
Vaccine, ,S/NM*“ Natural product mimic modifiziert nach Newman und Cragg

Viele klinisch relevante Pharmazeutika, die von Naturstoffen abgeleitet sind, stammen aus
Mikroorganismen, Pflanzen sowie marinen Lebewesen “®". Mit der Entdeckung der Vinka-Alkaloide
(Vincristin und Vinblastin) aus dem rosafarbenen Immergriin Catharanthus roseus, der Taxane
(Paclitaxel) aus der Pazifischen Eibe Taxus brevifolia befinden sich reine Naturprodukte auf dem
pharmazeutischen Markt. Halbsynthetische Derivate sind Etoposid und Teniposid sowie Topotecan
und Irinotecan. Etoposid und Tenisposid sind Abkémmlinge des Podophyllumtoxin, das aus der
Wurzel des amerikanischen Maiapfels Podophyllum peltatum gewonnen wird. Topotecan und
Irinotecan sind halbsynthetische Abkdmmlinge des Alkaloids Camphotecin aus der Pflanze
Camptotheca acuminata. Alle genannten sind gleichzeitig Paradebeispiele fir pflanzliche
Chemotherapeutika und nehmen einen festen Platz in der Standardkrebstherapie ein. Bleomycin,
Daunorubicin, Doxorubicin und Mitomycin werden aus verschiedenen Streptomyces-Arten gewonnen
und sind Beispiele fir Chemotherapeutika, die aus Mikroorganismen gewonnen werden. Eine
weitere reiche Quelle an neuen Naturstoffen liefern marine Organismen. Mit Yondelis® befindet sich

ein neuer Anti-Tumor-Wirkstoff auf dem Markt, der aus einem kolonial lebenden Meeresorganismus,
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der Seescheide Ecteinascidia turbinata, gewonnen wird “8 Ein weiterer neuer Wirkstoff der seit
Marz 2011 zugelassen ist, ist Erbulin. Eribulin ist ein strukturell vereinfachtes synthetisches Analogon

des natiirlicherweise im Meeresschwamm Halichondria okadai vorkommenden Halichondrin B %),

2.3.1 Algenglycoglycerolipide als potentielle Myt1 Kinase Inhibitoren

Glycoglycerolipide sind wichtige Bestandteile der Chloroplastenmembran des Pflanzenreichs. Eine
Vielzahl potenter Glycoglycerolipide wurde in Pflanzen, Bakterien und Algen gefunden. Diese
Glycoglycerolipide zeigen ein breites Spektrum biologischer Aktivitditen, unter anderem
antiinflammatorische, antibakterielle, antivirale und antitumorale Aktivitat (50; 51), Biologisch aktive
Algenglycoglycerolipide konnten auch in einem methanolischen Algenextrakt (UM 2972M) einer
unbekannten Algenart identifiziert werden. Die biologische Aktivitit wurde in einem
Fluoreszenzpolarisations-basierten Aktivitatsassay fiir Mytl Kinase-Inhibitoren ermittelt und zeigte
ICso-Werte zwischen 0,12 und 0,43 pg/ml. Bei den isolierten Glycoglycerolipiden handelte es sich um
1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6"-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol und 1-Palmitoyl-2-

20 Diese  Verbindungen

myristoyl-3-(N-stearoyl-6 -amino-6 -deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol
reprasentieren eine neuartige Verbindungsklasse potentieller Kinaseinhibitoren. Die Hemmung der
Mytl Kinase kann zu einem Verlust der ,Checkpoint“-Kontrolle im Zellzyklus fihren. Die
inhibitorische Phosphorylierung des Cdc2/CyclinB-Komplexes durch die Wee Kinasen bestimmt den
Eintritt in die Mitose. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine friihzeitige Aktivierung des
Cdc2/CyclinB-Komplexes eine mitotische Katastrophe und Apoptose zur Folge hat > *”). Inhibitoren
der Mytl Kinase koénnten schnell proliferierende Zellen durch Abschaffung eines wichtigen
,Checkpoints” im Zellzyklus abtoten. Solche Inhibitoren kdénnten an der Erweiterung der
Behandlungsmoglichkeiten zur konventionellen Chemotherapie beitragen und eine mogliche
Resistenzbildung umgehen. Die Neosynthese der nativen Glycoglycerolipide bildet die Basis fir

Strukturmodifikationen innerhalb des Molekiils und soll Aufschluss zu Struktur-Wirkungsbeziehungen

liefern, die die Grundlage fir die Entwicklung neuer, potenter Inhibitoren darstellen.
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3 Synthesekonzeption

Im Rahmen dieser Dissertation sollte ein Synthesekonzept fiir die Darstellung des in Abbildung 12
aufgefihrten nativen Algenglycoglycerolipids entwickelt werden. Fir dessen Planung mussten

nachfolgend genannte Aspekte beriicksichtigt werden.

1. Verwendung kostengtlinstiger und in ausreichender Menge vorhandener Ausgangsstoffe
2. Anwendung einfacher und effizienter Synthesemethoden mit hoher Reproduzierbarkeit
3. Schaffung einer hohen Variabilitdt innerhalb der Synthese fir nachfolgende

Strukturmodifikationen

Die Umsetzung der aufgefiihrten Kernaspekte erforderte eine genaue retrosynthetische Betrachtung

des Zielmolekdils.

NH

HO
HO

ille)

O\/\/O

Abb. 12: farbliche Hervorhebung der einzelnen Molekiilbausteine des nativen Algenglycoglycerolipids

Die notwendigen Grundbausteine lieRen sich durch Zerlegung des entsprechenden Molekiils
erhalten, zu der die Zuckerkomponente (rot), die Glyceroleinheit (blau) sowie die Fettsdurereste
(gran) gehoren.

Die Zuckerkomponente stellt ein a-konfiguriertes 6-Glucosaminderivat dar, das mit der
Glyceroleinheit a-glycosidisch verknupft ist. Bei der Zuckerkomponente und der Glyceroleinheit
handelt es sich um polyfunktionelle Strukturen, die zur Gewahrleistung der Regioselektivitat
wahrend der glycosidischen Bindung entsprechend geschiitzt werden mussten. Des Weiteren handelt
es sich um ein a-konfiguriertes Glucosid, weshalb die Reaktion auch hinsichtlich ihrer o/R-
Verknipfung weitestgehend stereoselektiv sein sollte. Fiir das Verknipfen wurden daher aufwendige
Schutzgruppenstrategien, sowie geeignete Verfahren zur Aktivierung des anomeren Zentrums

notwendig. Hier zeigte sich auch die hohe Komplexitat der Synthese, die folgende Schritte erforderte.
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1) Darstellung eines 6-Glucosaminderivats
2) Darstellung eines a-konfigurierten Glucosids

3) Einflhrung der Fettsdurereste

3.1 Darstellung eines partiell geschiitzten 6-Glucosaminderivats

3.1.1 Einfiihrung einer Tritylschutzgruppe

Als Ausgangstoff fiir die Synthese musste ein Zuckerderivat zur Verfligung stehen, das den
vorangegangenen Anforderungen bei der Syntheseplanung entsprach. Besonders das o-D-
Methylglucosid eignete sich bezlglich seines kommerziellen und kostenglinstigen Erwerbs als gute
Ausgangsverbindung. Im a-D-Methylglucosid wird das anomere Zentrum durch eine Methoxy-
Gruppe entsprechend geschiitzt. Fiir die nachfolgenden Schritte mussten daher nur die restlichen
Hydroxylgruppen mit geeigneten Schutzgruppen blockiert werden.

Die Darstellung eines 6-Glucosaminderivats erforderte die strukturelle Veranderung an der primaren
Hydroxylgruppe an Position 6. Um diese fiir die weiteren Syntheseschritte zuganglich zu machen,
mussten die vorhandenen sekunddren Hydroxylgruppen an Position 2, 3 und 4 des a-D-
Methylglucosids permanent geschiitzt werden. Hierbei wurde der Vorteil der abweichenden
Reaktivitat zwischen primadren und sekundaren Hydroxylgruppen genutzt. Zum selektiven Schutz
primdrer Hydroxylgruppen wurden daher sterisch anspruchsvolle Schutzgruppen wie Tritylether
verwendet % % die sich mit Tritylchlorid unter Zugabe geringer Mengen DMAP in Pyridin bei einer

4 Nach etwa 3 h konnte die Reaktion beendet

Temperatur von 80 °C leicht einfihren lieRen
werden. Nach Aufarbeitung lieB sich Verbindung 1 durch Umkristallisation in einem

Heptan/Essigester-Gemisch in guten Ausbeuten gewinnen.

on Tritylchlorid oTrt
HO ° > HO °
HO HO
OH Pyridin, LDMAP; oH
OCH, 2 h,125°C OCH,
1

Abb. 13: Tritylierung
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3.1.2 Einfiihrung von Benzylschutzgruppen

Bei der Auswahl geeigneter Schutzgruppen der sekundaren Hydroxylgruppen musste sowohl auf die
Stabilitdat wahrend der gesamten Synthese, sowie auf die leichte Abspaltbarkeit zum Abschluss der
Synthese geachtet werden. Daher durften nachfolgende saure und basische Reaktionen keinen
Einfluss auf die Schutzgruppen nehmen. Diesen Anforderungen entsprachen vor allem Benzylether-
Schutzgruppen, die in der organischen Chemie sehr haufig zum Einsatz kommen ®°. Benzylether-
Schutzgruppen sind Uber einen weiten Bereich sdure- und basenstabil und lassen sich durch
katalytische Hydrierung in guten Ausbeuten abspalten % 78,

Die besten Umsadtze von Verbindung 1 lieBen sich bei der Umsetzung mit (iberschissigem
Benzylchlorid in Gegenwart von NaH bei einer Temperatur von ca. 125 °C erzielen. Das
Reaktionsende konnte nach 2 h anhand einer einsetzenden Farbveranderung sowie der Verdanderung
der Fluiditat visuell bestimmt werden % . Das uiberschiissige Benzylchlorid lieR sich im Anschluss
sehr leicht mit Hilfe einer Flash-Sdule und unter Verwendung des unpolaren Losungsmittels Heptan
vom Reaktionsprodukt abtrennen. Durch Erhohung der Polaritdt des Laufmittels durch den

steigenden Zusatz von Ether konnte die Verbindung 2 erhalten werden. Diese konnte nach dem

Entfernen des Ethers in Heptan auskristallisieren und wurde so in reiner Form gewonnen.

OTrt OTrt
Benzylchlorid
O, O,
HO - s BnO
HO BnO
OH 2 h,125°C OBn
OCH, OCH;
1 2

Abb. 14: Benzylierung

3.1.3 Detritylierung

Die temporar eingefiihrte Tritylschutzgruppe konnte nachfolgend selektiv gespalten werden. Da die

7)

Bedingungen der klassischen Etherspaltung ziemlich drastisch verlaufen ©7 wurde nach einer

besonders schonenden und einfachen Detritylierunsmethode gesucht. Aus der Vielzahl in der

Literatur beschriebener Methoden der Tritylspaltung(el; 62)

, erschien das Arbeiten mit BF; in Methanol
als eine besonders geeignete Methode 3 Da Tritylether-Schutzgruppen den Vorteil besitzen, auch
unter milden sauren Bedingungen gespalten zu werden, erwies sich die Einhaltung folgender
Bedingungen fiir den einheitlichen Verlauf der Reaktion als besonders giinstig. Dazu gehérte der

Einsatz eines polar aprotischen Losungsmittels, vorzugsweise Dichlormethan, sowie &dquimolare

24



3 Synthesekonzeption

Mengen an BF;. Als Reagenzien wurden der BFs;-Diethylether-Komplex und das Losungsmittel

Methanol verwendet 3,

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Eine
diinnschichtchromatogaphische Untersuchung zeigte einen fast vollstandigen Umsatz nach 30 min
an. Das Produkt 3 wurde sdulenchromatographisch unter Verwendung eines Heptan/Ether-

Laufmittelgemischs unter Erhalt weil3er Kristalle gereinigt.

OTrt OH
0 BF3-Diethylether in Methanol 0
BnO — BnO
BnO CH,Cl, BnO
OBn L 30 min, RT 0Bn
) 3 3 OCH3

Abb. 15: Detritylierung

3.1.4 Mesylierung

Die freie primare Hydroxylgruppe an C6 konnte nun fiir weitere Reaktionsschritte zur Aminogruppe
umfunktioniert werden. Da die Verdrangung der OH-Gruppe als stark basisches Anion aus
thermodynamischen Griinden nicht direkt moglich ist, musste die OH-Gruppe zuvor ausreichend

4 Dazu wurde diese in einem ersten Schritt durch eine gute Abgangsgruppe

aktiviert werden
ersetzt. Als gute Abgangsgruppen haben sich in der Chemie vor allem die Sulfonsdureester bewahrt,
da ihre Austrittstendenz von der Stirke ihrer koresspondierenden Siure abhingt ©% ®). Ein
gebrauchliches Verfahren ist die Mesylierung unter Bildung des Mesylats 4 ©8) Fur die Einflhrung
wurde dazu eine eisgekiihlte Losung des entsprechenden Alkohols 3 in CH,Cl, in Gegenwart von TEA
mit Methansulfonylchlorid versetzt ©7) Durch die Zugabe der Base TEA konnte die gebildete
Salzsdaure abgefangen und die Reaktion neutral gehalten werden. Gleichzeitig wurde damit die

(68)

Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts in Richtung Esterbildung unterstitzt ™. Das gebildete

Mesylat 4 kristallisierte sehr leicht in Heptan und erforderte keine weitere Zwischenreinigung.

OH ) 0S0,CH;
Mesylchlorid
O, 0,
BnO — BnO
BnO | BnO
OBn ggzc,z' T_E,f\c OBn
OCH min, - OCH;
3 4

Abb. 16: Mesylierung
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3.1.5 Einfiihrung von N-Atomen

Fiir das einfache und effiziente Einfliihren von N-Atomen werden am haufigsten Azide verwendet (69)
Die Sulfonyloxy-Gruppe des Mesylats 4 erwies sich als gute Abgangsgruppe bei der nucleophilen
Substitution mit NaN;. Parallel dazu spielte aber auch die Wahl des eingesetzten Losungsmittels
sowie die Verfligbarkeit der Azid-lonen fir Austauschreaktionen eine fir die Reaktions-
geschwindigkeit maligebliche Rolle. Es wurde daher das polar-aprotische Lésungsmittel DMF
verwendet, dass neben der Polaritat des Mediums auch die Loslichkeit des NaN; erhohte (69700 pjie
optimale Reaktionstemperatur betrug 90 °C, wobei die Umsetzung innerhalb von 8 h nahezu
quantitativ verlief. Die Aufarbeitung des organischen Azids 5 in DMF erfolgte anschlieRend unter
Verwendung des unpolaren Losungsmittels Heptan und Wasser. DMF ist in Heptan nicht mischbar
und konnte vom Produkt vollstdandig abgetrennt werden. Somit lief sich das Azid 5 nach Abtrennen
der organischen Phase am Rotationsverdampfer ohne weitere Zwischenreinigung und mit hoher

Ausbeute gewinnen.

0S0,CH N
2bns NaN; 3
o) o)
BnO _ BnO
BnO BnO
OBn ngéO"c 0Bn
OCH; ’ OCH;
4 5

Abb. 17: Einfiihrung der Azido-Gruppe

Das primare Amin lieRe sich nun leicht durch Reduktion des Azids 5 darstellen. Fiir die weitere
Umsetzung ist dieses Vorgehen aber nicht sinnvoll, da die Amino-Gruppe als funktionelle Gruppe
erneut geschitzt werden musste. Die Verwendung des Azids als potentielle Schutzgruppe erschien
deshalb besonders wertvoll, da so die reaktionsfdhige Aminogruppe zunachst als Azid-Gruppe
maskiert blieb. Diese Maskierung erlaubte es innerhalb des Molekils weitere chemische
Veranderungen vorzunehmen. Somit konnte die Azid-Gruppe als Schutzgruppe bei den
nachfolgenden Reaktionsschritten fungieren. Allerdings mussten auch die nachfolgenden
Reaktionsbedingungen so gewahlt werden, dass eine unmittelbare Beeinflussung dieser
Schutzgruppe nicht stattfinden konnte. Da die Azide aufgrund ihres dipolaren Charakters besonders
gegenliber nucleophilen und elektrophilen Reagenzien reaktionsfahig sind und die Bereitschaft zu

1)

dipolaren [3+2]-Cycloadditionen an Mehrfachbindungssystemen zeigen 71 musste die Stabilitat der

Azid-Gruppe bei den nachfolgenden Syntheseschritten sichergestellt werden.
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3.1.6 Aktivierung des Zuckers fiir die nachfolgende Glycosylierung

In Vorbereitung auf die Glycosylierungsreaktion wurde die freie Hydroxylgruppe am anomeren C-
Atom bendétigt, die jedoch noch durch die Methoxy-Gruppe geschiitzt wurde. Im vorbereitenden
Syntheseschritt erfolgte hierzu die Abspaltung dieser Schutzgruppe. Da die Methylglycoside zu den
stabilsten Glycosiden gehoren, bendtigt man fir ihre Spaltung eine ausreichend starke Saurekatalyse.
Flr die Umsetzung wurde daher das Azid 5 in Eisessig gelost und mit 3 Molarer ag. H,SO, versetzt
und bei einer Reaktionstemperatur von ca. 80 °C fiir die Dauer von 4 h gerihrt.

Trotz der relativ drastischen Reaktionsbedingungen erwies sich die Stabilitdt der Azido-Gruppe als
ausreichend. Fiir die Aufarbeitung musste das Produktgemisch zunachst neutralisiert werden. Neben
der Neutralisation mit NaHCO; wurde auch mit verd. NH;-Lésung gearbeitet. Die Aufreinigung
erfolgte mittels Sdulenchromatographie. Als Elutionsmittel diente ein Heptan/Chloroform-Gemisch
steigender Polaritdat. AnschlieRend wurde die Polaritdt durch den Zusatz von wenigen Mengen
Methanol weiter angehoben bis zum Erhalt des gewilinschten Produkts 6.

Da die Umsatze bei dieser Reaktion nicht zufriedenstellend ausfielen, wurden auch andere Versuche
getatigt. So konnte der Einsatz von Trifluoressigsaure als Alternative zu Eisessig und verd. H,SO,4 nicht
das gewiinschte Produkt liefern. Es bildete sich vielmehr eine unter UV-Licht fluoreszierende
Substanz. Allerdings ergaben die MS- und H-NMR-Auswertungen keine eindeutigen Ergebnisse zu
dessen Beschaffenheit. Es handelte sich vielmehr um ein Substanzgemisch unklarer
Zusammensetzung. Moglicherweise konnten stattfindende Cycloadditionen der Azid-Gruppen an der

Entstehung dieser Substanzen beteiligt gewesen sein.

N3
3M H2504 (aq) 0
BnO
BnO
Eisessig, OBn OH
4 h,80°C

OCH3

Abb. 18: Aktivierung des anomeren Zentrums

3.2  Glycosylierungsverfahren

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zur Knilipfung O-glycosidischer Bindungen am
anomeren C-Atom des Zuckers sind sehr umfangreich %7
Im Allgemeinen umfasst die chemische Glycosidsynthese die Umwandlung eines Zuckers in einen voll

geschitzten Glycosyldonor, der zusatzlich an seinem anomeren Zentrum eine geeignete

27



3 Synthesekonzeption

Abgangsgruppe tragt. Die eigentliche Glycosylierung erfolgt mit einem geeignet geschiitzten

Glycosylakzeptor 7%,

Saureaktivierung Substrat Basenaktivierung

/ \

Koenigs-Knorr- anomere

Trichloracetimidat-

Methode " 0O-Alkylierung
(Halogenose- MHal Fischer- X Y=z Methode und verwandte
L a HOR! Methode - Methoden

Aktivierunng)

H,0 + MA

? HA+H,0 BHX
0,
OR 8 OR X Y/
(o} [0}
RO RO 1
RO Hal RO 0—R
OR 1 MY OR HOR!
HOR
MHal +BH'X" Lewis-
Glycosyldonor Saure Glycosyldonor

ROH! = Glycosylakzeptor

Abb. 19: Ubersicht Glycosylierungsmethoden

Fiir das Verknipfen sind folglich die Abgangsgruppe des Glycosyldonors und eine entsprechende
Schutzgruppenstrategie wesentlicher Bestandteil fir die Ausbeutensteigerung und den
stereochemischen Verlauf der Glycosylierungsreaktion. Klassische Methoden wie die Glycosylierung
nach E. Fischer sind fiir die Synthese komplexerer Glycoside oftmals unbrauchbar, da bei dieser
Methode der ungeschiitzte Zucker in einem Uberschuss an Alkohol gelést und mittels Saurekatalyse
zum Glycosid umgesetzt wird 7. GroRe Fortschritte wurden bei der Koenigs-Knorr-Methode erzielt,
bei der die Aktivierung iiber Halogenosen in Gegenwart von Schwermetallsalzen stattfindet 7.
Dieses Verfahren galt lange Zeit als sehr nitzliche Methode zur Darstellung von stereospezifischen
1,2-trans-Glycosiden, die im Laufe der Zeit zu effizienteren Varianten weiterentwickelt wurden (56),
Trotz der enormen Bedeutung dieser Methode konnten die wesentlichen Nachteile nicht beseitigt
werden. Erstens sollte auf die geringe Stabilitat der Halogenosen hingewiesen werden, zweitens auf

) Fir eine effizientere

den Einsatz von relativ grofen Mengen an Schwermetallsalzen
Glycosylierung waren daher folgende Voraussetzungen notig. Der erste Schritt sollte zur Bildung
eines stabilen und sterisch einheitlichen Glycosyldonors flihren. In einem zweiten Schritt erfolgte die
Aktivierung des Glycosyldonors mit katalytischen Promotormengen unter vorzugsweiser Bildung von
sterisch einheitlichem Glycosid in hohen Ausbeuten. Auf den Einsatz von Schwermetallsalzen sollte

verzichtet werden.
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3 Synthesekonzeption

3.2.1 Glycosylierung nach R.R. Schmidt

Eine von R. R. Schmidt et al. etablierte Methode besteht in der basenvermittelten Deprotonierung
der anomeren Hydroxygruppe und der Addition an geeignete Dreifachbindungssysteme oder
Allensysteme. Dieses auch als Trichloracetimidat-Methode bezeichnete Verfahren nutzt vor allem

kinetische und thermodynamische Effekte und bildet auf diese Weise stereokontrollierte stabile O-

Glycosylimidate mit hohem Glycosylierungspotential 2.

Fir die Synthese des darzustellenden nativen Algenglycoglycerolipids wurde auf die

Trichloracetimidat-Methode zuriickgegriffen. Die von R. R. Schmidt et al. durchgefihrten

Untersuchungen zeigten, dass das intermediar erzeugte 1-Alkoxid in einer schnellen und reversiblen
Addition an Trichloracetonitril bevorzugt das RB-Trichloracetimidat bildete. Bedingt durch den

anomeren Effekt mit dem elektronenziehenden 1-Substituenten anomerisiert das R-

Trichloracetimidat in einer basenkatalysierten langsameren Reaktion fast vollstindig in sein a-

Anomer 79,

OR OR
o] _— - (]
RO —~— RO
RO (~4:1) RO OH
OR OR
OH
Base
Base
OR OR
O ——
RO S — RO
RO 5 M*
o (%1:1) RO o (0]
om*
thermodynamisch kinetisch
kontrollierte Cl;C—CN Cl3C—CN kkontrollierte
Produktbildung Produktbildung
OR OR
Q Q
RO RO
RO RO [0) NH
OR OR \f
0, NH CCly
M = Na, K CCly
R=Bn

Abb. 20: thermodynamisch und kinetisch kontrollierte Produktbildung

Die verschieden schnelle Bildung der a- und -O-Glycosyltrichloracetimidate, die Reversibilitat der
Reaktion und die unterschiedliche kinetische Stabilitdit der Anomeren wurden zur gezielten
Produktlenkung eingesetzt. Hierzu musste das kinetisch kontrollierte Produkt gebildet und die

Reversibilitat der Riickspaltung zum thermodynamisch stabileren Produkt unterbunden werden. Laut
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3 Synthesekonzeption

R. R. Schmidt et al. wird dieses Ergebnis bei der Umsetzung mit N-substituierten Keteniminen
erwartet, da im gebildeten Additionsprodukt das H-Atom an einem C-Atom gebunden ist und somit

von der Riickspaltung geschiitzt wird.

0 Aryl
BnO + >: c=
BnO OH "\

Aryl Aryl

1 { NaH, CH,Cl,, RT

AN

BnO BnO

BnO BnO 0. N\
OBn 0Bn Aryl
N\Aryl H\" " Aryl

Abb. 21: Produktbildung mit Ketenimin

In einer Versuchsanordnung von R.R. Schmidt et al. konnte gezeigt werden, dass die Umsetzung von
Tetra-0O-benzylglucose mit N-2,2-Triphenylketenimin in CH,Cl, und NaH als Base ausschlieBlich das B-

7779 Zzur Erzielung guter Ausbeuten wurden allerdings auch lange

O-Glycosylimidat bildete
Reaktionszeiten (> 24 h) bendtigt, was auf die geringe Additionsbereitschaft des Ketenimins
zurlickgefuhrt werden konnte. Um dieses Problem zu umgehen, setzten R. R. Schmidt et al., das
durch seine elektronenziehenden Substituenten starker aktivierte N-2,2-Tri(4-chlorphenyl)ketenimin
ein und konnten so die Reaktionsbereitschaft und damit die Ausbeuten steigern. Diese
Forschungsergebnisse wurden fiir die Glycosilierung unserer Verbindungen genutzt.

Zuvor wurde in einem 2-Stufen-Verfahren das N-2,2-Tri(4-chlorphenyl)ketenimin hergestellt. Dabei
wurde die Bis(4-chlorphenyl)essigsaure 14 zusammen mit 4-Chloranillin und EEDQ in abs. Ethanol
gelost und fir mehrere Stunden bei 50 °C geriihrt. Die Pseudobase EEDQ wurde hierbei als
Kupplungsreagenz eingesetzt. Das Produkt 15 konnte durch Umbkristallisation in CHCl; gewonnen
werden. In einem zweiten Schritt wurde das Produkt 15 zusammen mit Brom, Triphenylphosphin und
TEA in CH,Cl, gel6st und unter Riickfluss flr 1 h erhitzt ®0) Das gebildete Ketenimin 16 konnte durch
Extraktion mit Petrolether und sdulenchromatographische Aufreinigung in kristalliner Form

gewonnen werden. Eine Umkristallisation in Methanol, wie in der Literatur ®0) heschrieben, gelang

allerdings nicht.
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3 Synthesekonzeption

cl a
o] EEDQ O o
/. —
oH abs. Ethanol T@Cl
cl
14 d 15

cl Cl ’Ar, Triphenylphosphin, TEA

Q&

C=N

cl

Abb. 22: Synthese des N-2,2-Tri(4-chlorphenyl)ketenimin

Entsprechend den experimentellen Angaben lieR sich in CH,Cl, geldste Verbindung 6 mit dquimolaren

Mengen Ketenimin 16 und (berschiissigen NaH zum Imidat umsetzen. Die Reaktion konnte nach 5 h

beendet werden 7.

cl
N3 Di-(4-chlorphenyl)keten-N-4- N3 O

6o o chlorphenylimin 6o 0
BnO BnO H
OBn  ™“OH NaH, CH,Cly, OBn ™o N
5h,RT

cl

Abb. 23: Imidatbildung

3.2.2 Untersuchungen zur Stereoselektivitat

Die nachfolgenden Untersuchungen des gebildeten Imidats auf seine stereochemische
Zusammensetzung ergab ein Verhéltnis von ca. a7:R87 = 25:75. Es bildete sich demzufolge neben dem
gewiinschten R-Imidat auch das a-konfigurierte Anomer. Beide Zwischenprodukte lieRen sich mittels
MPLC unter Verwendung eines Heptan/Ether-Laufgemischs steigender Polaritdt gut trennen.

Weiterhin zeigten sie eine gute Stabilitat und konnten problemlos isoliert werden.
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3 Synthesekonzeption

Unter Saurekatalyse sollten anschlieBend die geschiitzten B-Imidate in CH,Cl, mit der
Alkoholkomponente des Glycosylakzeptors Ulberwiegend bzw. ausschlieflich Inversionsprodukte
liefern. Bei einer Versuchsanordnung wurde direkt das Anomerengemisch (a7:87 = 25:75) verwendet
und mit (S)-1,2-Isopropylidenglycerol in Gegenwart von TMSOTf bei — 20 °C umgesetzt. Das gebildete
Produkt 8 ergab ein Mischungsverhaltnis aus a8:R8 = 78:22. Bei der Betrachtung beider Verhaltnisse,
sowohl von a7:87 = 25:75 als auch von a8:88 = 78:22, konnte man auf eine Inversion beider
Anomere wahrend der Reaktion schlieBen. Setzte man beide Verbindungen allerdings separat um, so
entstand bei B7 auch ca. 20 % B8. Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Glycosylierung mit a7
gemacht, bei deren Umsetzung sich ca. 30 % von a8 bildeten.

Nach den Untersuchungen von R.R. Schmidt et al. sollten sich an den Cl-ungeschiitzten
Glucopyranosen mit NaH als Base und arylsubstituierten Keteniminen praktisch ausschliefRlich die -
Imidate bilden 7. Die Bildung von sterisch einheitlichem Imidat konnte nicht ausschlieBlich erreicht
werden. Es ldsst sich aber dennoch ein eindeutiger Trend in Richtung R-Imidat erkennen. Allerdings
liegt die Vermutung nahe, dass die verwendete Ausgangsverbindung 6 der Grund fir die leicht
abweichenden Ergebnisse sein konnte. Die Arbeitsgruppe um R.R. Schmidt verwendete fir ihre
Umsetzung tetra-benzylgeschiitzte  Glucopyranose, die eventuell ein ganz anderes
Reaktionsverhalten zeigte, als die verwendete Azido-geschiitzte Glucopyranose in unserem Versuch.
Ein wesentlicher Einflussfaktor bei der Bildung des Imidats kann der dipolare Charakter der Azido-
Gruppe sein, der unter anderem die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen unterstitzt und mit
dem Ketenimin Wechselwirkungen eingeht.

Auch die eigentliche Glycosylierung mit (S)-1,2-Isopropylidenglycerol liefert nicht ausschlieRlich
Inversionsprodukte. Die Vorversuche deuten zwar auf eine Inversion unter Verwendung des
Anomerengemischs bei der Produktbildung hin, konnten aber bei der separaten Umsetzung des
reinen Anomers nicht bestatigt werden. Auch hier bildete sich mindestens ein Flinftel des gleichen
Diastereomers. Mogliche Ursachen fiir die stattfindenden Abweichungen bei der Produktlenkung
konnten neben der Art der Ausgangsverbindung (Azido-Funktion) auch die einwirkenden
Reaktionsbedingungen sein. Sie konnten nur in begrenztem Umfang optimiert werden, scheinen aber
einen wichtigen Einfluss auf die stattfindende Reaktion zu haben. So hatte vor allem der verwendete
Katalysator eine betrachtliche Wirkung bei der Produktlenkung. Anfangliche Versuche mit
Bortrifluorid-Diethylether-Komplex bei 20 °C zeigten schlechtere Umsdtze zum gewdlinschten
Inversionsprodukt (a8:B8 = 60:40), als die Verwendung des Katalysators (Trimethylsilyl)-
trifluormethansulfonat bei — 20°C. Die Verwendung von TMSOTf zur Produktlenkung wurde schon
von Grundler et al. beschrieben ®Y. Scheinbar beglinstigte die starkere Lewis-Saure (Trimethylsilyl)-

trifluormethansulfonat die Bildung des thermodynamisch stabileren a-Glycosids.
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cl
cl
N3 N
0 (S)-1,2-Isopropylidenglycerol 3
BnO H BnO (6}
_—
BnO BnO
OBn /\/\
(6} N 0

TMSOTF, CH,Cl,, 0Bn

<15 min, - 20 °C O\ﬁ

cl

Abb. 24: Glycosylierung

Neben der bevorzugten Synthese von a-konfigurierten Glycosylierungsprodukt a8 offenbarte sich die
Abtrennung von R8 als besonders schwierig. Aufgrund ihres dhnlichen Laufverhaltens musste ein
Elutionsmittel gefunden werden, welches eine Trennung ermoglichte. Fir die Trennung der
Anomeren erwies sich die praparative Dinnschichtchromatographie unter Verwendung eines
Heptan/Essigester-Gemischs als geeignetste Methode. Fir die weiteren Umsetzungen war es
allerdings sinnvoller, das Anomerengemisch direkt zu verwenden, da sich die nachfolgenden

Verbindungen besser auftrennen lieRen.

3.3 Darstellung eines Glycoglycerolipids

3.3.1 Entfernung der Isopropyliden-Schutzgruppe

Isopropylidene werden unter sauren Bedingungen gespalten. Die Auswahl an moglichen

758 ynd abhingig vom umzusetzenden Ausgangstoff, besonders

Reaktionsbedingungen ist vielfaltig
wenn andere saureanfillige Gruppen vorhanden sind. Zur Entfernung der Isopropyliden-
Schutzgruppe in Verbindung 8 mussten die Bedingungen relativ schonend ausfallen, da die
glycosidische Bindung besonders anfillig gegeniber starken Sauren war. Schwach saure
Bedingungen wurden bei der Umsetzung mit Pyridinumtosylat geschaffen, ohne dass dabei die
glycosidische Bindung angegriffen wurde €8,

Die Verbindung 8 wurde dazu in Methanol gel6st, mit Pyridiniumtosylat versetzt und fir 5 h unter
Rickfluss erhitzt. Das Produkt 9 konnte mittels MPLC unter Verwendung eines

Chloroform/Methanol-Laufmittelgemischs gereinigt werden.
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N N
3 Pyridiniumtosylat 3
(0]
BnO ° E— BnO
BnO MeOH, 5h unter BnO
OBn O/\._/\ Riickfluss OBn O/\/\OH

Abb. 25: Acetalspaltung

Die Trennung der Anomeren erfolgte mit Hilfe der praparativen Dinnschichtchromatographie mit
Essigester. Die gebildeten Anomere zeigten dabei ein deutlich besseres Trennverhalten als ihre

acetalgeschiitzten Vorganger.

3.3.2 Veresterung

Die Einflihrung der Fettsdurereste stellte den nachsten Schritt bei der Synthese des Naturstoffs dar.
Sie sollte vorerst nur am Glycerol stattfinden. Mit dem Erhalt der Azid-Gruppe an Position 6 wiirden
weitere Derivatisierungsmoglichkeiten in nachfolgenden Reaktionsschritten geschaffen, die fir
weitere Strukturmodifikationen interessant waren.

Fiir die Veresterung der freien OH-Gruppen standen mehrere Methoden zur Auswahl. Neben der
Darstellung Uber die entsprechenden Sadurechloride existieren auch Reaktionen mit milderen
Reaktionsbedingungen, welche die Umsetzung sadurelabiler Edukte ermdglichen. Eine Variante bot
hierzu die Uberfiihrung der Fettsduren in die entsprechend aktiven Anhydride PA. Zum Einsatz kam
hierzu die Carbodiimid-Methode ®". Bei dieser Methode wurde die Siure P durch Zusatz von
Dicyclohexylcarbodiimid DCC in das Sdureanhydrid unter Abspaltung von N,N‘-Dicyclohexylharnstoff
DHU uberfihrt (Abbildung 26).

OO oo — k)
0COCy5H3;
DCC P

H31C15CO_O_OCOC15H31 + QNH_ﬁ_NH@
0]

PA

DHU

Abb. 26: Carbodiimid-Methode
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Unter Verwendung von Tetrachlormethan als Lésungsmittel wurde DHU ausgefallt und konnte leicht
aus dem Reaktionsgemisch durch Filtration entfernt werden. Das Anhydrid PA wurde im Anschluss
mit den freien OH-Gruppen des Glycosids 9 umgesetzt. Hierzu erfolgte die Aktivierung durch DMAP,
welches bei dieser Reaktion als Acyltransferreagenz (Steglich-Reagenz) fungierte. Dadurch wurde die
Bildung eines reaktiven Amids (, Aktivester”) forciert, der daraufhin mit dem Alkohol 9 zum stabileren
Ester 10 reagierte ®) zur Beschleunigung der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch fiir 4 h auf 50 °C
erhitzt. Die DC-Auswertung zeigte eine gute Umsetzung zum gewdilnschten Produkt. Um die
Ausbeuten weiter zu steigern, wurde erneut eine kleine Menge DCC zugegeben und bei RT fir
weitere 20 h geriihrt. Nach dieser Reaktionszeit war die Bildung von Verbindung 10 praktisch
abgeschlossen. Die Aufreinigung des Produkts erfolgte mit Hilfe der MPLC. Als Laufmittel wurde ein
Heptan/Ether-Gradient mit aufsteigender Polaritdt verwendet. Bei der Verwendung des
Anomerengemischs bei der Aufreinigung konnte hierbei eine vollstdndige Trennung der Anomeren

erreicht werden.

H3,C45CO
31%~15 \o
N; / N,
o Hj,C,5CO o
BnO BnO
BnO BnO
AN DMAP, Toluol, AN
OB ™o OH cooc 000 0B o 0COC,5Hs;
OH 0COC;5Hs;
9
10

Abb. 27: Esterbildung am Glycerol

3.3.3 Reduktion der Azide

Im nachsten Schritt wurde die Schutzfunktion der Azid-Gruppe an Position 6 aufgehoben. Es folgte
nunmehr die Reduktion des Azids 10 zum Amin 11. Ein gebrduchliches und schonendes Verfahren ist
die Reduktion mit Phosphornucleophilen, das auch unter den Namen Staudinger-Reaktion bekannt
ist ® 8 Durch den Einsatz von Triphenylphosphin als Reduktionsmittel bildete sich aus dem Azid 10

@8 Dieses

durch den nucleophilen Angriff und unter Stickstofffreigabe ein Iminophosphoran
Iminophosphoran hydrolysierte unter Zugabe von Wasser spontan zum primdren Amin 11 und
Triphenylphosphinoxid. Das gebildete Triphenylphosphinoxid konnte durch anschlieBende
Kristallisation in Heptan weitestgehend vom Produkt 11 entfernt werden. Das Uberschissige
Triphenylphosin lieB sich leicht mittels MPLC unter Verwendung eines Chloroform/Methanol-

Gemischs aufsteigender Polaritdt vom Produkt abtrennen. Die erhaltenen Ausbeuten waren nahezu

quantitativ.
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N3 Triphenylphosphin, NH,
o THF, 24h, RT 0
BnO N — BnO
BnO BnO
AN H:0, AN
OBn o Y 0COCy5H3y 24h,RT 0OBn 0 H 0COCy5Hs;
10 0COCy5H; 11 0COC;5Hy,

Abb. 28: Reduktion zum Amin

3.3.4 Aktivierung mit PyBOP

Die Aminogruppe der Verbindung 11 konnte im Anschluss weiter zur Verbindung 12 umgesetzt
werden. Auch hier musste eine schonende Kupplungsmethode gewahlt werden, um die glycosidische
Bindung zu erhalten. Neben der Moglichkeit der Darstellung des Amids 12 (iber das entsprechende
Saureanhydrid der Carbodiimid-Methode, sollte die Synthese mit geringerem praparativen Aufwand
durchgefiihrt werden. Als Einstufenreaktion eignete sich hier vor allem ein in der Peptidchemie

beliebtes Kupplungsverfahren mit PyBOP %),

+  — O\L{ 31H1sC 0
T T

Abb. 29: Aktivierung mit PyBOP

Die Palmitinsdure reagierte mit PyBOP unter Bildung eines reaktiven Phosphoniumsalzes 11a,
welches unter normalen Bedingungen zum weniger reaktiven Benzotriazoylester 11b weiterreagiert.
Das Amin 11 war nucleophil genug, um sowohl mit dem reaktiven Phosphoniumsalz 11a, als auch mit
dem entsprechenden Benzotriazolester zu reagieren ®”. So wurde zu einer Lésung aus 11, der Siure
und PyBOP in CH,Cl, und Zugabe einiger Tropfen TEA als Hilfsbase das Reaktionsgemisch fiir die
Dauer von 20 h bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Produkt 12 konnte im Anschluss

saulenchromatographisch mit einer Heptan/Ether-Mischung gereinigt werden.
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NH,
BRO 0 PyBOP BnO
BnO R
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Abb. 30: Kupplung mit PyBOP

3.3.5 Entfernung der Benzylschutzgruppen

Fir die Entfernung der Benzylether-Schutzgruppen sind in der Literatur zahlreiche Varianten
beschrieben ®” *®_ Eine besonders hiufig angewandte Methode ist die katalytische Hydrierung mit
einem Palladium-Kohle-Katalysator. Sie stellte auch in dieser Synthese die Methode der Wahl dar, da
sie als relativ schonend und in den meisten Fallen sehr effizient beschrieben wird. Erste Versuche mit
einem Palladium-Kohle-Katalysator (10%) in THF/Isopropanol blieben allerdings erfolglos. Auch durch
eine Erhohung des Drucks wurden keine Umsatze beobachtet. Weit effektiver schien das Arbeiten
mit einem Palladiumhydroxid-Katalysator. Durch die Erhéhung des Drucks auf 5 bar konnte die
Umsetzung nochmals gesteigert werden. Nach 24 h konnte man anhand einer
diinnschichtchromatographischen Kontrolle einen nahezu vollstindigen Umsatz beobachten. Die

Zielverbindung konnte mittels Sdulenchromatographie mit einem CHCl;/Methanol-Gemisch gereinigt

werden.
NHCOC;5H3; NHCOC;5H3;
(0]
BnO 0 H,/Pd(OH), HO
BnO _— HO
OBn o/\;/\ 0COCy5Hs, ;HbZ:s;'rr)ropa ! o o/\é/\ 0C0CsHs
0COC;5Ha; 0COC;5H3;
12 13

Abb. 31: Hydrogenolyse der Benzyletherschutzgruppen
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4 Strukturelle Variationen

Fiir nachfolgende Strukturmodifikationen wurden die einzelnen Bestandteile des Zielmolekiils genau
betrachtet. Dabei sollte die Synthesemethode beibehalten werden. Vier Strukturvariationen konnten

demnach abgeleitet werden.

Austausch des Zuckerbausteins

T T) Variation der Kettenlange durch den
Austausch der Fettsdure
NH CisH3y
0 0]
HO \ )k Variation der Kettenlange durch den
HO

0 CysHas Austausch der Fettsdure

0. : o\ CysHas
Y Variation der Kettenldange durch den
(0]

Austausch der Fettsdure

Darstellung der anomeren Form l

Austausch des Spacers

Abb. 32: Méglichkeiten der Strukturmodifikation

4.1 Austausch des Zuckerbausteins

Die Kernregion natirlich vorkommender Glycoglycerolipide setzt sich aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Monosaccharide zusammen. Dabei variiert die Zusammensetzung der einzelnen
Spezies. Pflanzliche Glycoglycerolipide beinhalten ausschlielich Galactose, Quinovose, Rhamnose
oder Glucose. Tierische Glycoglycerolipide werden vorrangig aus Galactose und Glucose gebildet, die
manchmal durch eine Sulfon- oder Sulfatgruppe modifiziert sind. Die Zusammensetzung mikrobieller
Glycoglycerolipide ist weitaus vielfdltiger. Neben Galactose, Glucose, Mannose, Qinovose,
Mannoheptose, Fucosamin, Glucosamin, N-Acetylglucosamin existieren noch weitere Formen © Die
Monosaccharide bilden ein Ringgeriist in Form eines Cyclohalbacetals und liegen in einer energetisch
beglinstigten Sesselkonformation vor. Aufgrund der unterschiedlichen Konfiguration der
Monosaccharide weisen die OH-Gruppen in unterschiedliche Richtungen. Die Ausrichtung der OH-
Gruppen konnte bei zellularen Erkennungsprozessen von groRer Bedeutung sein. Um das zu
untersuchen, wurden neben der Glucose zwei weitere bekannte Zuckerbausteine fiir die Synthese

verwendet.
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4.1.1 Galactoglycerolipide

Die Galactoglycerolipide sind vor allem im Pflanzenreich anzutreffen. Pflanzliche Galactoglycerolipide
sind wesentliche Bestandteile der Chloroplastenmembranen und erhalten deren strukturelle
Integritat © Des Weiteren zeigen einige dieser Glycoglycerolipide biologische Aktivitdt. So wurde

©2) " antiinflammatorischen Wirkung ®3) sowie einer Anti-

von einer faulnisverhiitenden Wirkung
Tumor-Promoting Aktivitit °” berichtet. Aufgrund der genannten Eigenschaften der Galacto-

glycerolipide stellen sie damit interessante Verbindungen dar.

4.1.2 Darstellung eines Galactoglycerolipids

R
o
R R’
R3
R1

Verbindung R R? R? R R’ R®
1Ga OCH; H OH OH OH OTrt
2Ga OCH; H OBn OBn OBn OTrt
3Ga OCH; H OBn OBn OBn OH
4Ga OCH; H OBn OBn OBn OMs

5Ga OCH; H OBn OBn OBn N

6Ga OH H OBn OBn OBn N

a7Ga Imidat H OBn OBn OBn N;

R7Ga H Imidat OBn OBn OBn N;

08Ga IP H OBn OBn OBn N

R8Ga H IP OBn OBn OBn N

09Ga G H OBn OBn OBn N3

R9Ga H G OBn OBn OBn N;

a10Ga DPG H OBn OBn OBn N3

B10Ga H DPG OBn OBn OBn N;
al11Ga DPG H OBn OBn OBn NH,
B11Ga H DPG OBn OBn OBn NH,
a12Ga DPG H OBn OBn OBn NHOP
B12Ga H DPG OBn OBn OBn NHOP
013Ga DPG H OH OH OH NHOP
B13Ga H DPG OH OH OH NHOP

Tabelle 1: Strukturmodifikation des a-Methylgalactosids

39



4 Strukturelle Variation

Die Durchfiihrung der Synthese gestaltete sich analog der Neosynthese des 1,2-Dipalmitoyl-3-(N-
palmitoyl-6-deoxy-6-amino-a-D-glucosyl)sn-glycerols. Wesentliche Unterschiede hinsichtlich des
Reaktionsverhaltens und der Umsetzung wurden auf die Konfiguration des Epimers zuriickgefiihrt.
Besonders deutlich wurde dieser Unterschied bei der Umsetzung des a-Methylgalactosids wahrend
der Tritylierung zu 1Ga. Der raumeinnehmende Substituent liel sich bei der Galactose nur schwer
einfihren, da die OH-Gruppe des a-Methylgalactosids an Position 4 in axiale Richtung zeigt. Unter
denselben Bedingungen wie bei der Glucose wurden kaum Umséatze erzielt. Eine Erhéhung der
Reaktionstemperatur um 20 °C und eine Verlangerung der Reaktionszeit erhéhte die Ausbeuten. Die
Umsetzung war dennoch mit ca. 15 % enttduschend.

Die Einflihrung der Benzylschutzgruppe (2Ga), die Detritylierung (3Ga) und die Mesylierung (4Ga)
erfolgten analog der Synthese des a-Glucosids. Einzig das Mesylat des Galactosids konnte nicht
kristallin gewonnen werden und bildete eine farblose, viskose Flissigkeit.

Der nachste Schritt umfasste die Einfiihrung der Azidgruppe. Hierbei unterschied sich wieder das
Galactosid sehr stark von seinen Epimeren Glucose und Mannose. Erst ab einer Temperatur von
130 °C und einer Reaktionszeit von 15 h lieBen sich gute Ausbeuten (76 %) zu 5Ga erzielen. Bei der
Demethylierung durch Saurekatalyse am anomeren C-Atom bildete sich wie im Falle der Glucose ein
Anomerengemisch. Es setzt sich aus 60 % des a-Anomers und 40 % des -Anomers zusammen.

Bei der Glycosylierung nach R.R. Schmidt et al. mit Ketenimin ergab sich nach erfolgter Umsetzung ca.
72 % des a- und 28 % des B-Imidats im Reaktionsgemisch. Diese Ergebnisse deckten sich mit den

I."” wonach vorrangig das a-Anomer als thermodynamisch

Beobachtungen nach R.R. Schmidt et a
stabileres Produkt gebildet wird. Im zweiten Schritt erfolgte die Knipfung mit (S)-1,2-
Isopropylidenglycerol. Nach den vorangegangenen Beobachtungen, dass die Verwendung des
Katalysators (Trimethylsilyl)-trifluormethansulfonat bei — 20 °C die Bildung des a-Glycosids fordert,
wurde dieser Katalysator zur Produktlenkung eingesetzt. Bei der Reaktion des a-Imidats bildete sich
nur zu ca. 55 % das Inversionsprodukt. Bei der Verwendung des B-Imidats enstand zu 70 %
Inversionsprodukt. Auch bei der Galactose wurden so keine einheitlichen Inversionprodukte
erhalten. Die Trennung des Anomerengemischs war schwierig. Das Laufverhalten der Anomeren in
Verbindung 8Ga war so identisch, dass mit den herkémmlichen Trennmethoden keine Trennung
erreicht wurde. Erst nach erfolgter Abspaltung der IP-Schutzgruppe konnten die Anomeren durch
praparative Diinnschichtchromatographie aufgereinigt werden.

Die nachsten Schritte umfassten die Veresterung der freien OH-Gruppen nach der Carbodiimid-

Methode ®* die Reduktion des Azids nach Staudinger ) die anschlieRende Kupplung mit PyBOP (89)

und die Entfernung der Benzylschutzgruppen durch katalytische Hydrierung mit Palladiumhydroxid.
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4.1.3 Mannoglycoglycerolipide

Das Vorkommen von Mannoglycerolipiden beschrankt sich auf Mikroorganismen ©Y Die Synthese
von Mannoglycerolipiden ist daher eine besonders interessante Variante der Strukturvariation, auch

hinsichtlich der Synthese von sterisch anspruchsvollen B-D-Mannosiden.

4.1.4 Darstellung eines Mannoglycerolipids

R
s R o
R R* R2
R1

Verbindung R R? R® R* R’ R®
im OCHs H OH OH OH OTrt
2M OCHs; H OBn OBn OBn OTrt
3M OCHs H OBn OBn OBn OH
aMm OCHj; H OBn OBn OBn OMs

5M OCHs H OBn OBn OBn N3

6M OH H OBn OBn OBn N3

a7M Imidat H OBn OBn OBn N;

B7M H Imidat OBn OBn OBn N;

a8M IP H OBn OBn OBn N3

38M H IP OBn OBn OBn N3

o9M G H OBn OBn OBn N3

B9M H G OBn OBn OBn N3

alOM DPG H OBn OBn OBn N3

310M H DPG OBn OBn OBn N3
allM DPG H OBn OBn OBn NH,
B11M H DPG OBn OBn OBn NH,
al2M DPG H OBn OBn OBn NHOP
B312M H DPG OBn OBn OBn NHOP
al3M DPG H OH OH OH NHOP
B13M H DPG OH OH OH NHOP

Tabelle 2: Strukturmodifikation des a-Methylmannosids

Die Darstellung des Mannoglycerolipids al3M erfolgte in dhnlicher Weise wie die Darstellung von
013 und a13Ga. Auch hier zeigten sich unterschiedliche Reaktionseigenschaften. Das Mannosid
verhielt sich bei Reaktionen an Position 6 dhnlich wie das Glucosid. Unterschiede im
Reaktionsverhalten zeigten sich bei der saurekatalysierten Demethylierung an C1. Es bildeten sich
80 % des a-Anomers und nur 20 % des B-Anomers, welches sich auf den anomeren Effekt

zuriickfihren lieR. Bei der Glycosylierung nach R.R. Schmidt et al. "” verhielt sich die Situation bei der
41



4 Strukturelle Variation

Umsetzung mit Mannosiden etwas differenzierter im Vergleich zu Glucose und Galactose. Aufgrund
des starker ausgepragten anomeren Effekts mit axialen Substituenten in 2-Stellung konnten bei der
»,manno“-konfigurierten Verbindung nicht ausschlieBlich die a-Imidate gebildet werden, wenngleich
auch hier eine gewisse Tendenz zu beobachten war. Das Anomerenverhaltnis lag bei ca. 60:40 von
a7M:B7M. Setzte man anschlieBend das Imidat um, so entstand aus dem a-Imidat ca. 65 % B8M. Aus
B-Imidat ca. 68 % a8M. Das gebildete Anomerengemisch liel} sich bequem mittels MPLC unter
Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten isolieren. Die nachfolgenden Umsetzungen erfolgten

analog zu den fir das Glucosid 13 beschriebenen Schritten.

4.2 Variation in der Kettenlange

Der langkettige Lipidanker bildet den hydrophoben Bereich des Glycoglycerolipids. In
Glycoglycerolipiden wird dieser typischerweise aus zwei Fettsauren gebildet und in Form eines Esters
mit dem Glycerol verkniipft. Die Bindung weist dabei die typische stereospezifische sn-Konfiguration
auf, die allen natiirlich vorkommenden Glyceriden gemein ist. Das Spektrum der natirlich
vorkommenden Fettsauren in Glycoglycerolipiden ist vielfaltig und reicht von kurz- bis langkettig,
gesattigt und ungeséattigt, sowie deren Konfiguration (cis/trans). In Anlehnung an eine

Veréffenlichung von Diskin et al. ¥

wurde von einem Octylglucopyranosid (n-Octyl-B-D-
glucopyranose) berichtet, welches nahe der ATP-Bindungstasche von p38a (MAP) bindet. Diese
Lipidbindetasche ist hochstwahrscheinlich daflir verantwortlich, dass infolge der Bindung von
lipophilen Strukturen eine Konformationsanderung im Protein sattfindet und eine Aktivitdatsdanderung
der Kinase bewirkt. Aufgrund der strukturellen Homologie von Proteinkinasen kann angenommen
werden, dass solche Bereiche auch bei der Mytl vorzufinden sind. Es kann vermutet werden, dass

kurzkettige Alkylketten einen dhnlichen Bindungsmodus zur Mytl Kinase aufweisen. Daher wurde

anstelle der langkettigen Palmitinsaure, die mittelkettige Caprylsdure verwendet.
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4 Strukturelle Variation

4.2.1 Einfiihrung eines Caprylsaurerests

Verbindung R! R? R® R* R’ R®
a10-D8 DCG H OBn OBn OBn N;
a11-D8 DCG H OBn OBn OBn NH,
a12-D8 DCG H OBn OBn OBn NHOC
a13-D8 DCG H OH OH OH NHOC

Tabelle 3: Strukturmodifikation durch Einfiihrung von Caprylséiureresten

Ausgehend von 9 wurden die freien OH-Gruppen des Glycerols mit Caprylsdure verestert. Auch

hierzu wurde auf die Carbodiimid-Methode ®*

zurickgegriffen. Nach Einfihrung konnte die
Azidgruppe in Position 6 zum Amin nach Staudinger ®® reduziert werden. Im Anschluss wurde die
freie Aminogruppe problemlos unter Zuhilfenahme des Kupplungsreagenz PyBOP mit Caprylsdure

verknipft. Nach der Hydrierung erhielt man a13-D8.

4.3 Darstellung der anomeren B-Form

Die Glycosylierung lieferte nicht die gewtlinschten, stereochemisch einheitlichen Produkte. Neben
den o-Glycosiden bildeten sich auch die RB-Formen. Im Nachhinein konnten durch den
stereochemisch uneinheitlichen Verlauf der Glycosylierung mehrere Strukturvarianten geschaffen
werden. Besonders interessant erwies sich die Darstellung der B-Mannoside, die eigentlich durch
ihren ,anomeren Effekt” sowie die abstoende Wirkung der axial standigen C2-

Hydroxyschutzgruppe, die Ausbildung einer a-mannosidischen Bindung bevorzugen >,
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5 Strukturaufklarung

5.1 NMR Spektroskopie

Eine der wichtigsten Methoden zur Strukturaufklarung der Zuckerderivate ist die NMR-
Spektroskopie. Besonders die einfacheren Zuckerderivate lassen sich mittels der ‘H-NMR-Methode
vollstandig charakterisieren. Aus ihrem Spektrum lassen sich drei grundlegenden Parameter ablesen:
die chemische Verschiebung, die Kopplungskonstante und die Integrationskurve ©”.

Die chemische Verschiebung eines bestimmten Wasserstoffs im Ring ist sehr stark davon abhangig,
ob es sich um ein anomeres oder ein nicht anomeres Wasserstoffatom handelt. So ist das anomere
Proton durch seine extreme Tieffeldverschiebung in Form eines Dubletts charakterisiert. Die Signale
far H-2, H-3, H-4, H-6 und H-6" spalten sich in dd, da jedes mit seinem Nachbarproton koppelt. Haufig
erscheinen die Signale von H-2, H-3 und H-4 als Pseudotripletts, wenn beide Kopplungskonstanten
dieselbe GroRe besitzen. H-5 dagegen ergibt ein ddd-System, da es mit H-4, H-6 und H-6‘ koppelt (58)
Auch die GroRe der Kopplungkonstante gibt einen genauen Aufschluss Uber die Konfiguration des
Zuckers. Die Unterschiede in der GrolRe der Kopplungskonstante werden durch den unterschiedlichen
Raumwinkel zwischen H-1 und H-2 verursacht. Der Winkel bei a-konfigurierten Analogen betragt ca
60°, bei R-Analogen 180°. Dieser Zusammenhang wurde erstmals von Karplus beobachtet und
beschrieben °®. Demnach zeigen trans-diaxiale Wasserstoffatome eine groRe Kopplungskonstante,

wohingegen axial-dquatorial und dquatorial-dquatorial orientierte Wasserstoffatome eine kleinere

Kopplungskonstante aufweisen.

BnO —0, B0 0

OBn OBn

o H H o H R
Bﬁ:%% (B\/Q:%Bn 180°

R H
al0 R10
*Jiamz = 3,4 Hz *Jiamz = 7,8 Hz

Abb. 33: Kopplungskonstanten in Abhdngigkeit vom Diederwinkel nach Karplus am Bsp. von a10 und
B10
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5 Strukturaufklarung

Um die Konfiguration von Mannosiden eindeutig zu bestimmen, reicht die einfache 'H-NMR nicht
aus. Die GrofRe der Kopplungskonstanten ist bei beiden Anomeren mit einem Diederwinkel von 60°
klein. Um hier die eindeutige Konfiguration zu prifen, wird die GroRRe der heterogenen

3699 1m sogenannten Entkopplungsverfahren (,gated-

Kopplungskonstante 1JC_1/H_1 herangezogen {
decoupling”) wird ein Unterschied von 1JC_1/H_1 von ungefdahr 10 Hz gemessen. Dabei ist die GrolSe der
dquatorial ausgerichteten Wasserstoffe groRer, als die der axial-dquatorialen ausgerichteten
Wasserstoffe. So betrdgt die von a8M gemessene 1Jc_1/H_1 = 169,86 Hz, die von B8M nur 1Jc_1/H_1 =
155,47 Hz.

Ein weiteres Hilfsmittel bei der Strukturauswertung ist die zweidimensionale Protonenkorrelation (H-
H-Cosy). Sie wird routinemaRig zur Strukturzuordnung eingesetzt und liefert wichtige Informationen
Uber die H-H-Kopplung im Molekiil. Im zweidimensionalen Diagramm lasst sich mit Hilfe der

Diagonalsignale und der Kreuzsignale genau ablesen welche Protonen miteinander koppeln

(Korrelationsquadrat).
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Abb. 34: H-H-Cosy Spektrum von Verbindung 3

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie konnten alle Zwischen- und Endverbindungen entsprechend
umfangreich und griindlich analysiert werden. Die Ergebnisse der einzelnen Spektrenauswertungen

sind im experimentellen Teil aufgefiihrt und bestatigen die eindeutige Zuordnung der Verbindung.
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6 Durchfiihrung, Ergebnisse und Auswertung der biochemischen

Untersuchungsmethode

6.1 Biochemische Testung im TR-FRET Bindungsassay

Die biochemische Testung der synthetisierten Endverbindungen, welche im Bereich unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurde, erfolgte im TR-FRET Bindungsassay. Dieses Assaysystem vereint
das Prinzip des Fluoreszenz Resonanzenegietransfers (FRET) mit dem Prinzip der zeitauflédsenden
Fluoreszenz (TRF) ®). Bei der FRET-Methode werden dabei quantenmechanische Phianomene infolge
weitreichender Dipol-Dipol-Wechselwirkungen ausgenutzt. So wird nach Anregung eines Donors
(meist ein Fluorophor) Energie auf einen benachbarten Akzeptorfluorophor libertragen. Der Anteil
der Ubertragenen Energie ist dabei sehr stark von der Distanz und Orientierung von Donor und
Akzeptor, dem Grad der spektralen Uberlappung sowie der ridumlichen Orientierung zueinander
abhangig 10 pie zeitaufgeloste Messung verwendet fiir die Energietransferanwendung langlebige
Fluorophore. Eine wichtige Klasse bilden die Lanthanoidsonden (z.B. Europium), die eine lange
Emissionslebensdauer mit hoher Intensitdt besitzen. Solche Sonden weisen eine Reihe von
technischen Vorteilen gegeniiber konventionellen Fluoreszenzfarbstoffen auf. Am wichtigsten
erscheint die Moglichkeit die Hintergrundfluoreszenz auszuschlieffen und damit die Empfindlichkeit
wihrend der Messung zu steigern %2,

Bei diesem Testsystem handelt es sich um eine Methode, bei der die zu testeten Verbindungen
anhand ihrer Fahigkeit an die aktive oder inaktive Kinase zu binden, charakterisiert werden kénnen.
Flr die Messung im TR-FRET Bindungsassay wird hierzu ein Europium-markierter Antitag-Antikérper
sowie ein AlexaFluor® gelabelter Tracer der Firma Invitrogen benétigt. Die rekombinante humane
Mytl Kinase wurde zuvor in HEK293-Zellen exprimiert und verfligt flr ihre Erkennung Uber einen
entsprechenden His-Tag 103) Der Anti-His-Tag-Antikorper kann so spezifisch an das Epitop der Kinase
binden. Parallel dazu bindet der Fluorophor-gelabelte Tracer kompetitiv in die ATP-Bindetasche.
Nach erfolgter Bindung der beiden Chromophore an die Kinase kann, infolge der Ndhe zueinander,
eine Energielibertragung stattfinden und ein hohes TR-FRET-Signal gemessen werden. In
Anwesenheit eines potentiellen Bindungspartners wird der Tracer aus der ATP-Bindetasche
verdrangt, so dass keine Energielibertragung auf den Akzeptor stattfindet und das TR-FRET Signal

abnimmt.
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Abb. 35: schematische Darstellung der Funktionsweise des TR-FRET Kinasebindeassays

Der Test wurde in 384-well Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur ausgefihrt. Eine
Verdiinnungsreihe, der zu testenden Verbindungen, wurde zuvor mit Kinasepuffer und DMSO
hergestellt und mit den nétigen Versuchsreagenzien versetzt. Im Anschluss wurde der Inhalt der
Mikrotiterplatten bei entsprechender Wellenlange angeregt und die Emission von Donor und
Akzeptor ermittelt. Das Verhaltnis der Strahlungsenergie beider Fluorophore wurde zur Berechnung
der relativen Verdrangung bei der Auswertung der Testergebnisse herangezogen.

Rohe et al. untersuchte eine Reihe kommerziell verfiigbarer Kinaseinhibitoren auf ihre hemmenden
Eigenschaften an der Myt1 Kinase im TR-FRET Bindungsassay ®®. Da die Hemmung der Myt1 Kinase
bisher wenig erforscht ist und kein spezifischer Mytl Inhibitor bekannt ist, wurden insgesamt 16
bekannte Tyrosinkinaseinhibitoren getestet. Neben relativ unselektiven Inhibitoren wie Staurosporin,
testete Rohe et al. eine Reihe selektiv wirkender Kinaseinhibitoren. Unter den Inhibitoren befand sich
auch der Inhibitor PD0166285, dessen starke nanomolare Effekte auf die Wee Kinasen (Weel und
Myt1) bekannt sind “*¥. Allerdings ist PD0166285 dreimal stirker selektiv zur Weel Kinase und zeigt
dariiber hinaus auch auf andere Tyrosinkinasen hemmende Eigenschaften (105 pie Ergebnisse der
Testung sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die meisten der getesteten Verbindungen zeigten nicht
nennenswerte bis gar keine Effekte im Bindungsassay. Interessanterweise konnte auch bei
Staurosporin kein Einfluss auf die Mytl Kinase im Bindungsassay bei Konzentrationen bis zu 10 uM
nachgewiesen werden. Auch die Staurosporinderivate Mitostaurin und K252a zeigten keine Effekte
und bekraftigen die Aussagen dieses Testergebnisses. Dieses (iberraschende Ergebnis wurde

mittlerweile auch von anderen Arbeitsgruppen bestatigt (106; 107)
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Im TR-FRET zeigten Dasatinib (ICsy 63 nM) und der Wee Kinase Inhibitor PD0166285 (ICso 7 nM) eine

(103)

starke Bindung zur Mytl Kinase . Mit diesen Ergebnissen liel sich gleichzeitig die generelle

Funktionalitdt des verwendeten Assays belegen.

« o - o
Verbindung Vercll;‘eainsgt:;,gl %l Ver:;?lliu:l\gn[ﬁl IC50 [nM]
Bisindolylmaleimid | n. d. n. d. n. t.
Dasatinib 95.5+0.3 97.1+03 63.0+1.1
Erlotinib 7.05%1.65 8.15+0.65 n. t.
Gefitinib n.d. 6.85+2.35 n.t.
HA-1077 n.d. n.d. n.t
Imatinib n. d. n.d n.t
K252a n.d. n.d. n.t
Lapatinib n. d. n.d. n.t
PD0166285 n. t. n.t. 7.2+11
Midostaurin n. d. n. d. n.t.
SB 203580 n. d. n.d. n. t.
Staurosporin n. t. n. t. n. d. bis zu 10 uM
Sunitinib n. d. n. d. n. t.
Tyrophostin AG 1478 24.8+0.7 39.5+15 n. t.
U0126 7.55 + 0.65 n. d. n. t.
Vatalinib n.d. n.d. n. t.

Tabelle 4: Ergebnisse der biochemischen Testung kommerziell verfiigbarer Kinaseinhibitoren an der
Myt1 Kinase im TR-FRET Kinasebindungsassay ( n. t.: nicht getestet, n. d.: keine Verdréingung (<5%))

6.2  Ergebnisse und Auswertung

Nachdem die Funktionalitdit des TR-FRET Kinasebindungsassays sichergestellt wurde, erfolgte die
Testung der synthetisierten Glycoglycerolipide. Weder das synthetisierte natirliche
Algenglycoglycerolipid al3, noch die strukturell abgewandelten Derivate konnten den Tracer aus der
ATP-Bindetasche verdrangen. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Zhou et al. zeichnet sich hier eine
gewisse Diskrepanz ab. (20) Allerdings sind die dort angewendeten Methoden nicht mit denen von

Rohe et al. vergleichbar. Die ICs, Werte wurden bei Zhou et al. in einem Mytl Aktivitatsassay
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bestimmt. In Anlehnung an die Arbeiten von Kristjansdottir et al. verwendeten sie dazu ein

(108 " Die Testung der Verbindungen in solch

fluoreszenzpolarisations-basierten Mytl Kinaseassay
einem Aktivitatsassay konnten aufgrund der eingeschrankten Substratakzeptanz der Mytl Kinase
bisher noch nicht realisiert werden, weshalb die Ergebnisse der Hemmung nur im Bindungsassay

gezeigt werden kdnnen. (siehe Tabelle 5)

Vuting | e | tednas
al3 n. d. n. d.
al3Ga n.d. 7.53+0.04
B13Ga n. d. n. d.
al3M n. d. n. d.
B13M n. d. n. d.
al13-D8 n. d. n. d.

Tabelle 5: Ergebnisse der biochemischen Testung der Glycoglycerolipide an der humanen Myt1 Kinase
im TR-FRET Kinasebindungsassay ( n. d.: keine Verdréngung (<5%))

Der TR-FRET basierte Bindungsassay eignet sich vor allem fiir alle Typ-I und Typ-ll-Inhibitoren. Typ-I-
Inhibitoren binden direkt in die ATP-Bindungstasche und verdrangen dadurch den Tracer. Typ-lI-
Inhibitoren binden sowohl in die ATP-Bindungstasche als auch an hydophobe Bereiche in der DFG-
out Konformation (inaktive Form), so dass der Tracer auch hier nicht binden kann und verdrédngt
wird. Typ-lll-Inhibitoren binden aulRerhalb der ATP-Bindungstasche und kénnen einen unterschiedlich
starken Einfluss auf die Konformation der ATP-Bindungstasche nehmen.

In einer Studie Uber die Anwendbarkeit des LanthaScreen® Eu Assays (TR-FRET Methode) wurden
kommerziell verfligbare Typ-lll-Inhibitoren hinsichtlich ihrer hemmenden Eigenschaften untersucht.
Die Mehrheit der getesten Verbindungen konnte die Konformation des aktiven Zentrums derart
verandern, dass eine Verdrangung des Tracers stattfindet. Trotzdem werden nicht alle der getesteten
Typ-lll-Inhibitoren mit dieser Methode erfasst. CMPD1, ein substratspezifischer Typ-llI-Inhibitor, lasst
sich nicht im Bindungsassay sondern nur in einem Aktivitatsassay nachweisen. (105)

Anhand der strukturellen Beschaffenheit der Glycoglycerolipide ist die Wahrscheinlichkeit, dass es
sich um ATP-kompetitive Inhibitoren handelt gering. Die meisten Typ-I-Inhibitoren imitieren das ATP

und enthalten haufig ein heterozyklisches Ringsystem. Typ-lI-Inhibitoren stabilisieren die inaktive

DFG-out-Konformation. Sie koénnen zusatzlich Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe
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Wechselwirkungen zur allosterischen Tasche ausbilden, konnen aber gleichzeitig mit der Hinge-
Region der ATP-Bindungstasche in Wechselwirkung treten. In ihrer chemischen Struktur sind sie den
Typ-I-Inhibitoren in gewisser Hinsicht dhnlich. Da auch diese Inhibitorenklasse Wechselwirkungen mit
der ATP-Bindungstasche eingehen kann, enthalten diese oftmals auch ein heterozyklisches
Ringsystem.

Im Bindungsassay konnte nachgewiesen werden, dass die Glycoglycerolipide nicht zu den
kompetetiven ATP-Inhibitoren gehdren. Am wahrscheinlichsten wdre demnach eine allosterische
Hemmung der Glycoglycerolipide. Diese misste allerdings weit auerhalb der ATP-Bindungstasche
erfolgen, da das aktive Zentrum den Tracer weiterhin binden konnte. Gerade diese Form der
allosterischen Bindung an hydrophobe Bereiche, abseits der ATP-Bindungstasche, ware fir die
Glycoglycerolipide denkbar. Dass solche hydrophoben Bereiche auflerhalb der ATP-Bindungstasche
existieren, die ihrerseits die Aktivitdit der Kinase beeinflussen, konnte in einigen Kinasen
nachgewiesen werden “* °. Anhand der Loakalisation der Mytl Kinase am Endoplasmatischen
Retikulum und Golgi Apparat und der lipophilen Struktur der Glycoglycerolipide kdnnen vermutlich
Interaktionen mit hydrophoben Bereichen am C-Terminus auftreten, sich gleichzeitig auch der
Membrananker und der Cdc2 Interaktionsbereich befinden *°).

Wenn eine Inhibition der Algenglycerolipide wirklich stattfinden sollte, kann dieses nicht in einem
Bindungsassay nachgewiesen werden. Mit dem Bindungsassay lasst sich allerdings feststellen, dass
keine Inhibition im bzw. am aktiven Zentrum der Kinase erfolgt, demnach keine Inhibitoren vom Typ |
und Typ Il vorliegen. Ein rein allosterischer Bindungsmechanismus an hydrophobe Bereiche des
Enzyms auRerhalb des aktiven Zentrums ist jedoch fiir die Algenglycoglycerolipide dennoch denkbar.
Demzufolge kann nur mit Hilfe eines Aktivitatsassays nachgewiesen werden, ob die Verbindungen
tatsachlich wirken. Hierzu fehlt bisher noch ein geeignetes Testsystem, da fiir eindeutige Aussagen
ein substratspezifischer Aktivitatsassay bendtigt wirde. Zukiinftige Arbeiten sind nétig, um die

Wirksamkeit der Glycoglycerolipide und ihren wirklichen Einfluss auf die Myt1 Kinase festzustellen.
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Kinaseinhibitoren stellen eine vielversprechende Therapieform zur Behandlung von Krebs dar.
Kinasen sind wichtige Schllisselenzyme und spielen als Regulatoren fiir eine Vielzahl zelluladrer
Prozesse, wie Wachstum, Differenzierung, Proliferation, Transkription und Uberleben eine zentrale
Rolle. Wichtige Regulatoren des Zellzyklus sind die Cyclin-abhangigen Kinasen, die unter der Kontrolle
von ,,Checkpoints” stehen. Im Zellzyklus existieren mehrere dieser ,Checkpoints®, einer davon
befindet sich am sogenannten G2-M-Ubergang. Der Ubergang wird durch die Aktivitit des
Cdc2/CyclinB-Komplexes gesteuert. Bei DNA-Schaden wird die Aktivitat des Cdc2/CyclinB-Komplexes
gedrosselt und Reparaturmechanismen eingeschalten. Die Inhibierung erfolgt durch
Phosphorylierung an Thr14 und Tyr15-Resten der Cdc2 durch die Wee Kinasen, Mytl und Weel. Die
Hemmung der Wee Kinasen kann zur Abschaffung eines wichtigen , Checkpoints” fiihren und eine
vorzeitige Aktivierung des Cdc2/CyclinB-Komplexes bewirken. Die friihzeitige Aktivierung kann in
einer mitotischen Katastrophe enden, deren Folge der Zelltod ist.

In einem systematischen Screening verschiedener Naturstoffe hinsichtlich ihrer antitumoralen
Wirkung zeigte ein Algenextrakt (UM 2972M) aus einer taxonomisch unbekannten, marinen Alge
biologische Aktivitat gegenliber der Mytl Kinase. Die Isolation der bioaktiven Substanzen lieferte
zwei wirksame Glycoglycerolipide mit ICs-Werten zwischen 0,12 bis 0,43 pg/ml. Eine der Substanzen,
das 1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol sollte als Leitstruktur
fir nachfolgende Strukturmodifikationen dienen, mit dem Ziel innerhalb des Molekils die
Substitutionen des Kohlenhydratbausteins, der Kettenlange, der Anomeren sowie der
Glyceroldomane vorzunehmen.

Der erste Teil der Synthesearbeit befasste sich mit der Ausarbeitung eines Synthesekonzepts fir die
Darstellung des nativen Glycoglycerolipids. Dieses Konzept sollte gleichzeitig eine Basis fir
nachfolgende Strukturmodifikationen schaffen. Die mehrstufige Synthese erforderte eine geeignete
Schutzgruppenstrategie zur selektiven Einfihrung von Molekiilen. Unter retrosynthetischen
Gesichtspunkten konnte die Synthese in drei wichtige Abschnitte untergliedert werden. Der erste
Abschnitt erforderte die Darstellung eines partiell geschitzten 6-Glucosaminderivats, der zweite
Schritt umfasste das Glycosylierungsverfahren unter stereochemischer Kontrolle. Im dritten Teil
erfolgte die Einfiihrung der Fettsdurereste zum Glycoglycerolipid “**.

Die erarbeitete Strategie erlaubte die selektive Modifikation definierter Strukturen im Molekil. Die
erste strukturelle Veranderung, die durchgefiihrt wurde, erfolgte durch den Austausch des
Monosaccharids. Neben Glucose fanden Mannose und Galactose als Zuckergerist Verwendung. Eine

weitere Moglichkeit der strukturellen Modifikation lieferte der hydrophobe Fettsaurerest. Neben den
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langkettigen Palmitinsdureresten wurde auch die mittelkettige Caprylsaure in das Molekil
eingefiihrt. Neben der Synthese der a-konfigurierten Anomere, wurden auch die R-Anomere
erhalten. Sie stellten eine weitere Strukturabwandlung innerhalb der Synthese dar. Weitere
Strukturmodifikationen sind moglich und ableitbar, konnten allerdings in der entsprechenden Zeit
nicht mehr realisiert werden.

Die synthetisierten Endverbindungen konnten bisher nur mit einem TR-FRET Kinasebindungsassay
vermessen werden. Die Verbindungen zeigten im Bindungsassay keine Wirkung gegeniber der Myt1
Kinase. Die Ergebnisse bestatigen, dass es sich bei diesem Naturstoff um keinen Inhibitor vom Typ-I
und Typ-ll handelt. Fir Typ-lll-Inhibitoren ist dieser Assay allerdings nicht endgiiltig aussagekraftig,
da ein Teil allosterisch wirkender Inhibitoren durch diesen Bindungsassay nicht erfasst werden kann.
Sie kdnnen nur in einem Aktivitatsassay vermessen werden, welches gleichzeitig das Substrat enthalt.
Nachfolgende Untersuchungen in substratspezifischen Assays missen zeigen, ob eine Hemmung der
Mytl stattfindet. Eine Hemmung der Mytl Kinase in diesen Assays wirde einen allosterischen
Hemmmechanismus bestatigen. Hinzu kommt, dass nur wenige strukturbiologische Informationen
Uber potentielle Bindungstellen aufierhalb der ATP-Bindetasche bekannt sind. Fiir die Forschung
stellen solche Verbindungen attraktive Targets fiir die weitere Wirkstoffentwicklung dar. Solche
Inhibitoren waren besonders fiir die Krebstherapie interessant, vor allem in Hinblick der Umgehung
von Wirkstoffresistenzen. Anderungen in der Struktur potenter Glycoglycerolipide, wie die
Einflhrung von Heterozyklen an Position 6, sowie die Knlipfung ungesattigter Fettsdurereste und die
Veranderung des Spacers kdnnten einen positiven Beitrag zur Verbesserung des Verstandnisses der
Wirkung auf molekularerer Ebene liefern und die Entwicklung neuartiger Mytl-Kinaseinhibitoren

forcieren.
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8.1 Allgemeine Angaben

8.1.1 Chromatographieverfahren

Chromatographieverfahren

Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie diente zur Kontrolle des Reaktionsverlaufs sowie zur Untersuchung
der Reinheit von isolierten Zwischen- und Endprodukten. Es wurden Fertigplatten der Fa. Merck
(Darmstadt, Deutschland) verwendet, deren aufgetragene Adsorbensschicht aus Kieselgel 60 Fys,
besteht. Die Substanzen wurden in einem geeigneten Losungsmittel geldst, unter Verwendung einer
Kapillare diinn aufgetragen und in Chromatographiekammern unter Kammersattigung entwickelt. Als

mobile Phase kamen Standardlaufmittel entsprechender Zusammensetzung (V/V) zum Einsatz:

e LM1: Heptan/Ether 6/4

e LM 2: Essigester

e LM3: Chloroform

¢ LM4: Chloroform/Ether 6/4

¢ LMS5: Chloroform/Methanol 9/1

Die Detektion der Chromatogramme erfolgte nach Trocknung:

* mit UV-Licht der Wellenlange A=254 nm

* durch Eintauchen der Platten in einer Lésung aus 0,5 g Thymol in einer Mischung aus
5 ml konz. H,SO, in 95 ml abs. Ethanol; die zuckerhaltigen Verbindungen wurden
nach anschliefendem Erhitzen bei 130°C durch Oxidation sichtbar

* mit Bromthymolblau-Losung, bei der sich bereits Spuren von Verbindungen mit
lipophilen Charakter nachweisen lieBen und deren Empfindlichkeit durch Bedampfen
mit Ammoniak erhdht werden konnte.

Die angegebenen Ri-Werte stellen nicht korrigierte Werte dar.

Sdulenchromatographie

Die Saulenchromatographie diente zur Reinigung und Trennung der Zwischen- und Endprodukte. Als
Trennmittel kam Kieselgel 60 der Fa. Merck mit einer KorngroRe von 0,063 — 0,200 mm fiir die
drucklose Chromatographie zum Einsatz. Fiir die Flash-Chromatographie mit Druck wurde Kieselgel

60 der Fa. Merck mit einer Korngréf3e von 0,040 — 0,063 mm verwendet. Als Elutionsmittel dienten
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Heptan/Ether-, Chloroform/Methanol- und Heptan/Chloroform-Mischungen, deren Polaritat
diskontinuierlich erhoéht wurde. Zum Schutz hydrolyseempfindlicher Verbindungen wurden den

Elutionsmitteln TEA (10 Tropfen auf 100 ml Losungsmittel) zugesetzt.

MPLC

Zur schnellen Reinigung und Trennung der Zwischenverbindungen wurde in einigen Fallen die MPLC
(medium pressure liquid chromatography) eingesetzt. Als stationdre Phase diente Kieselgel 60 der Fa.
Merck mit einer KorngréoRe von 0,040-0,063 mm. Die Sadulenfillung erfolgte mit einem Cartriger C-
670. Das Elutionsmittel wurde von einem Pump Module C-601 mit dem Pump Manager C-615 durch
die Sdule gepumpt. Die Sammlung der Fraktionen erfolgte mittels Fraction Collector C-660. Alle 4
Gerate wurden von der Fa. Biichi erworben. Als Elutionsmittel kamen Chloroform/Methanol-,
Heptan/Ether und Heptan/Chloroform-Mischungen zum Einsatz. Auch hier wurde zum Schutz
hydrolyseempfindlicher Verbindungen dem Elutionsmittel TEA zugesetzt. Zur Detektion der

Endprodukte in den einzelnen Fraktionen diente die Diinnschichtchromatographie.

Préiiparative Diinnschichtchromatographie
Die Trennung kleinerer Mengen von Substanzgemischen (bis zu 40 mg) wurde zum Teil auf die PSC-

Glasplatten der Fa. Merck (20 x 20 cm, Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke 0,2 mm) durchgefihrt.

NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der einzelnen Spektren erfolgte an folgenden Geraten:

Varian Gemini 2000 mit 400 MHz Arbeitsfrequenz fiir die "H-NMR
Varian Inova Unity 500 mit 500 MHz Arbeitsfrequenz fiir die "H-NMR und *H-"H-Cosy-

Spektren

Als Losungsmittel fur die Proben wurde deuteriertes Chloroform verwendet, das zugleich als interner
Standard fiir die Auswertung der chemischen Verschiebung diente. Die Auflistung der chemischen
Verschiebung 6, angegeben in ppm, beziehen sich auf die Symmetrieachse der Signale. Es folgen, die
fir jedes Signal definierte Multiplizitdt (s — Singulett, d — Dublett, t — Triplett, bs — breites Signal)
sowie Kombinationen von Mutliplizititen (dd — Doppelduplett) unter Angabe der
Kopplungskonstante J in Hz. Im Falle eines Multipletts (m) wird der Bereich der Signale angegeben.
Unscharfe Signale die eine scheinbar geringe Multiplizitat aufweisen, sind mit Anflihrungszeichen

gekennzeichnet.
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Massenspektrometrie

ESI-MS

Die Probe wurde in einem geeigneten Losungsmittel gelést. Zum Loésen der Proben wurde ein
Losungsmittelgemisch aus Chloroform, Methanol und Wasser unterschiedlicher Zusammensetzung
verwendet. Die Probenlésung wurde mittels einer Spritzenpumpe der Fa. Havard Apparatus 22 (iber
das ESl-Interface in das lonenfalle-Massenspektrometer der Fa. Finnigan MAT SSQ 710 C eingespriiht.
Die lonisation erfolgte im Elektronenspray bei 4,5 kV positiv und negativ. Das Gerat verflgt Gber

eine auf 200 °C beheizbarer Kapillare und weist eine Flussrate von 20 pl/min auf.

HR-MS

Die Bestimmung der exakten Masse mittels hochauflésender Massenspektroskopie wurde
verwendet, um die Elementarzusammensetzung moglichst genau zu bestimmen. Flr die Messung
wurde die Substanz in Methanol/Wasser 1:1 gelost und mittels Offline-Nano-ESI injiziert und
ionisiert. Die Substanzen wurden an einem LTQ ORBITRAP XL-Massenspektrometer der Fa. Thermo

Fisher Scientific vermessen.

Elementaranalyse
Die Analyse des Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff und Schwefelgehalts wurden an einem CHNS-
932 Geréat der Fa. Leco-Corporation (St. Joseph, Michigan, USA) im automatischen Mikroverfahren

durchgefihrt.

Polarimetrie
Zur Ermittlung der spezifischen Drehung [a], wurden die Proben in Chloroform geldst und mittels

einem Eloptron/Polartronic E der Fa. Schmidt + Haensch GmbH & Co gemessen.

Schmelzpunktbestimmung
Die Bestimmung der Schmelzbereiche erfolgte an einem Boetius-Heiztischmikroskop. Die

Schmelzbereiche stellen unkorrigierte Werte dar.

Losungsmittel

(112)

Alle eingesetzten Losungsmittel wurden nach bekannten Vorschriften getrocknet und frisch

destilliert.
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8.2 Kommerziell erworbene Chemikalien

Benzylchlorid (Fluka)
Bis(4-chlorphenyl)essigsaure (Aldrich)
Bortrifluorid-Diethylether-Komplex (Aldrich)
Caprylsaure (Aldrich)
N,N‘-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (Aldrich)
Dimethylaminopyridin (Aldrich)
Dimethylformamid (Aldrich)
N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline (Aldrich)
(S)-1,2-Isopropylidenglycerol (Aldrich)
Methansulfonylchlorid (Aldrich)
Methyl-a-D-glucopyranosid (Aldrich)
Methyl-a-D-galactopyranosid (Aldrich)
Methyl-a-D-mannopyranosid (Aldrich)
Natriumazid (Aldrich)

Natriumhydrid (Aldrich)

Palladiumhydroxid (Aldrich)

Palmitinsaure (Fluka)
(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphat (Aldrich)
Pyridiniumtosylat (Aldrich)
(Trimethylsilyl)-trifluormethansulfonat (Aldrich)
Triphenylphosphin (Fluka)

Tritylchlorid (Aldrich)
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8.3 Synthesevorschriften

8.3.1 Synthese eines partiell geschiitzten 6-Glucosaminderivats

Methyl-6-O-trityl-a-D-glucopyranosid (1)

Die Synthese der Verbindung 1 erfolgte nach einer Vorschrift von Tennant-Eyles et al. 59 dazu
wurden 25 g (128,75 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid und 55 g (197,29 mmol) Tritylchlorid in
250 ml Pyridin gel6st und mit 500 mg DMAP versetzt. Die Losung wurde anschliefend fir 3 h unter
standigem Riihren bei 80 °C erhitzt. Fir die Aufarbeitung wurde Pyridin im Vakuum abgedampft und
der Riickstand in Essigester gelost. Die Losung wurde 2x mit NH,Cl-Lésung gewaschen und ber
Na,SO, getrocknet. Nach dem Filtrieren und Einengen konnte der Rickstand in einem

Heptan/Essigester-Gemisch umkristallisiert werden.

. o)
Ausbeute: 43,3 g (77 %) OTrt
Summenformel: Cy6H2506 Ho 0
Molare Masse: 436,50 g/mol HO
OH
Rf (LM 5): 0,25
MS: M+Na 1

Spezifische Drehung:  [a]% = + 56,34° (c = 7,0x10” g/ml in CHCl5)

EA: theoret. : C:71,54 % H: 6,47 %
gef. : C:71,71% H: 6,69 %
'H-NMR (CDCl5): 400 MHz

8 =7,23-7,46 (m, 15 H, 3x(~C4Hs)), 4,77 (d, 1 H, *Jyam2 = 4 Hz, H-1), 3,63 -
3,70 (m, 2 H, H-3, H-5), 3,50 — 3,55 (m, 2 H, H-2, H-4), 3,36 — 3,43 (m, 2 H,
H-6, H-6'), 3,43 (s, 3 H, ~OCHs), 2,66 (bs, 1 H, —OH), 2,53 (d, 1 H, *) = 2,4 Hz, —
OH), 2,11 (d, 1 H, *) = 9,5 Hz, —OH)
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Methyl-6-O-trityl-a-D-galactopyranosid (1Ga)

Die Synthese von Verbindung 1Ga erfolgte unter &dhnlichen Reaktionsbedingungen wie bei

Verbindung 1. Als Ausgangsverbindung wurde Methyl-a-D-galactopyranosid verwendet.

Das

Reaktionsgemisch wurde bei einer Temperatur von 100 °C fiir 4,5 h umgesetzt. Die Aufarbeitung und

Reinigung erfolgte in gleicher Weise wie bei Verbindung 1.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Fp:

R¢ (LM 5):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

8,5 g (15 %)
CaeH2506
436,50 g/mol
121 -124°C
0,18

M+Na

OH OTrt
(0]
HO
OH
OCH;
1Ga

[a]% = + 77,40° (c = 10,08x10°% g/ml in CHCl,)

theoret. : C:71,54 % H: 6,47 %
gef. : C:72,14 % H: 6,63 %
400 MHz

8 =7,20 - 7,45 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 4,80 (d, 1 H, Jy.un2 = 3,74 Hz, H-1), 4,01

— 4,03 (m, 1 H, H-4), 3,67 — 3,82 (m, 3 H, H-2, H-3, H-5), 3,42 (s, 3 H, —~OCH),

3,35-3,44 (m, 2 H, H-6, H—6), 2,45 (d, 1 H, ®J = 5,40 Hz, -OH), 2,40 (d, 1 H, *J

= 2,91 Hz, -OH), 1,96 (d, 1 H, ®J = 9,55 Hz, ~OH)

Methyl-6-O-trityl-a-D-mannopyranosid (1M)

Die Synthese und die Aufarbeitung von Verbindung 1M wurden unter den gleichen Voraussetzungen

wie bei Verbindung 1 durchgefiihrt. Als Ausgangsstoff wurde Methyl-a-D-mannopyranosid

verwendet. Die Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie. Als Laufmittel diente ein

Chloroform/Methanol-Gemisch, dessen Polaritit diskontinuierlich erhéht wurde.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Fp:

R¢ (LM 5):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

37,7 g (67 %)
Ca6H25056
436,50 g/mol
76-79 °C
0,25

M+Na

OTrt
OHo
HO
HO

OCH,

iM

[a]* = + 24,36° (c = 9,03x10° g/ml in CHCIs)

theoret. : C:70,09 % H: 6,56 %

gef.: C:69,91% H: 6,58 %

400 MHz

% H,0
% H,0
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§=7,21—-7,44 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 4,70 (d, 1 H, *Jyy.1pm2 = 1,3 Hz, H-1), 3,89 —

3,92 (m, 1 H, H-2), 3,75 — 3,80 (m, 1 H, H-3), 3,71 (t, 1 H, 3 = 9,1 Hz, H-4),

3,61 — 3,67 (m, 1 H, H-5), 3,38 — 3,47 (m, 2 H, H-6, H-6"), 3,36 (s, 3 H, —

OCH), 2,69 (bs, 1 H, —OH), 2,47 (bs, 1 H, ~OH), 2,23 (bs, 1 H, —OH)

Methyl-2,3,4 -tri-O-benzyl-6-O-trityl-a-D-glucopyranosid (2)

Eine Mischung von 10 g (22,9 mmol) der Verbindung 1, 150 ml Benzylchlorid und 13.7 g (343,5 mmol)

NaH (60 % ig) wurden nach einer Vorschrift von Koto et al. ® fiir 2 h bei 125 °C geriihrt. Gegen Ende

der Reaktion verfarbte sich das Reaktionsgemisch dunkelrot und die Reaktion konnte durch

vorsichtige Zugabe von Methanol abgebrochen werden. Die viskose Masse wurde anschlieSend

mittels Flashchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel eignete sich eine Heptan/Ether-Mischung,

beginnend mit reinem Heptan, um Uberschiissiges Benzylchlorid zu entfernen. Das gewonnene

Rohprodukt wurde anschliefend aus Heptan umkristallisiert

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

Fp:

R¢ (LM 1):

MS:

Spezifische Drehung:
EA:

'H-NMR (CDCl5):

15,4 g (95 %)
C47H4605
706,87 g/mol
165 -166 °C
0,38

M+Na

BnO

BnO

OTrt

OBn

OCH,

[a]* = + 20,20° (c = 2,97x10° g/ml in CHCI5)

theoret. : C: 79,86 % H: 6,56 %
gef. : C:79,85% H: 6,58 %
500 MHz

& = 6,83 — 7,45 (m, 30 H, 6x(—CgHs)), 4,93 und 4,78 (d, 2 H, °J = 10,7 Hz, —CH,—

CeHs), 4,81 und 4,71 (d, 2 H, ) = 12,2 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,27 und 4,67 (d, 2 H, °J

= 10,4 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,73 (d, 1 H, *Jyame = 3,7 Hz, H-1), 3,94 (t, 1 H, *) =

9.24 Hz, H-3), 3,77 - 3,80 (m, 1 H, H-5), 3,60 (dd, 1H, *J y.1m2 =3,5 Hz, *J o

=9,6 Hz, H-2), 3,59 (t, 1 H, ®) = 9.6 Hz, H-4), 3,47 (dd, 1 H, *J y.opm.c = 10,4, *J .

6/-s = 1,8 Hz, H-6), 3,43 (s, 3 H, —0—CH5), 3,17 (dd, 1 H, )y = 10 Hz, *Jys/m.

6= 4181 H_G’)
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Methyl-2,3,4 -tri-O-benzyl-6-O-trityl-a-D-galactopyranosid (2Ga)

Verbindung 2Ga wurde aus 1Ga unter den gleichen Bedingungen

und gereinigt.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 1):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

wie bei Verbindung 2 hergestellt

10,9 g (67 %)
C47H46056
706,87 g/mol
0,18

M+Na

[a]’? = +30,00°

OBn OTrt

BnO
OBn
OCH,4

2Ga

(c =10,0x10° g/ml in CHCl5)

theoret. : C: 79,86 % H: 6,56 %
gef. : C:79,74 % H:6,32 %
400 MHz

& = 7,06 — 7,50 (m, 30 H, 6x(—CgHs)), 4,84 und 4,69 (d, 2 H, %) = 12,0 Hz, —CH,—
CeHs), 4,80 und 4,45 (d, 2 H, 2J = 11,2 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,78 und 4,64 (d, 2 H, *J
= 12,0 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,63 (d, 1 H, *Jy.1m2 = 3,7 Hz, H-1), 3,95 (dd, 1 H, °J ..
2 = 3,5 Hz, 3 oms = 9,8 Hz, H-2), 3,84 — 3,87 (m, 2 H, H-3, H-4), 3,68 (t, 1
H, >l = 6,4 Hz, H-5), 3,39 (dd, 1 H, 2 y.eme = 9,6 Hz, > gpms = 6,2 Hz, H-6'),
3,34 (s, 3 H, ~0O—CHs), 3,13 (dd, 1 H, *Jspm6= 6,4, " 1epme = 9,8 Hz, H—6)

Methyl-2,3,4 -tri-O-benzyl-6-O-trityl-a-D-mannopyranosid (2M)

Die Synthese und die Aufarbeitung von 2M erfolgten analog der Verbindung 2 unter Verwendung

von Verbindung 1M.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

Fp:

Rf (LM 1):

MS:

Spezifische Drehung:
EA:

'H-NMR (CDCl5):

14,1 ¢ (70,9 %) OTrt

C6H2506 OEO
BnO
436,50 g/mol BnO

118-120°C OCH,

0,32 2M

M+Na
[a]’ = +19,61° (c = 5,16x10° g/ml in CHCls)
theoret. : C: 78,85 %

H: 6,62 % % H,0

gef.: C:78,75% H: 6,69 % % H,0
400 MHz
8 =6,87 — 7,51 (m, 30 H, 6x(—CgHs)), 4,82 und 4,71 (d, 2 H, °J = 12,7 Hz, —CH,—

CeHs), 4,81 (s, 1 H, H-1) 4,71 und 4,26 (d, 2 H, *J = 10,6 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,63
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(ps, 2 H, —=CH,—~CgHs), 4,00 (t, 1 H, ®) = 9,6 Hz, H-4), 3,86 (dd, 1 H, *J 434 =9,3
Hz, ) a2 = 3,1 Hz H-3), 3,81 (dd, 1 H,*) a2 = 2,1 Hz, > s = 2,9 Hz, H-
2), 3,74 - 3,77 (m, 1 H, H-5), 3,50 (dd, 1 H, *J y..c = 9,6 Hz, ) gpms = 1,7 Hz,
H-6'), 3,38 (s, 3 H, —O—CH5), 3,26 (dd, 1 H, *Ji.5/.6= 5,2, J weme = 9,8 Hz, H—
6)

Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (3)

10 g (14,15 mmol) der Verbindung 2 wurden in 100 ml abs. CH,Cl, gel6st und nach einer Vorschrift

von Dax et al. ®®

umgesetzt. Unter standigem Rihren wurden dazu bei RT 2 ml BF;-Diethylether-

Komplex in 20 ml wasserfreien Methanol langsam zur Losung zugetropft. Nach 30 min wurde die

Reaktion durch Zugabe von Wasser beendet. Die Lésung wurde 3x mit Wasser gewaschen, lber

Na,S0, getrocknet, filtriert und CH,Cl, unter Vakuum abgedampft. Das Produktgemisch wurde

sdulenchromatographisch unter Verwendung eines Heptan/Ether—Gradienten gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

Fp:

R¢ (LM 2):

MS:

Spezifische Drehung:
EA:

'H-NMR (CDCl5):

6,2 g (95 %) on

CasH3,06 (0]
BnO
464,55 g/mol BnO

OBn

61-63°C OCH,

0,57
M+Na 3

[a]® = + 25,88° (c = 5,00x10™ in CHCl,)

theoret. : C:72,39% H: 6,94 %
gef.: C:72,31% H: 6,98 %
500 MHz

& =7,25-7,35 (m, 15 H, 3x(—CgHs)), 4,97 und 4,82 (d, 2 H, °J = 10,9 Hz, —CH,—
CeHs), 4,87 und 4,62 (d, 2 H, *J = 10,9 Hz, ~CH,~C¢Hs), 4,78 und 4,64 (d, 2 H, *J
= 11,9 Hz, ~CH,~CgHs), 4,55 (d, 1 H, *Jy.1m2 = 3,7 Hz, H-1), 3,99 (t, 1 H, %) = 9,3
Hz, H-3), 3,75 (dd, 1 H, ) ye/me = 11,6 Hz, > .56 = 2,6 Hz, H-6), 3,67 (dd, 1 H,
Ve = 11,6 Hz, ) ysje = 4,0 Hz, H-6"), 3,63 (m, 1 H, H-5), 3,50 (t, 1 H, *) =
9,3 Hz, H-4), 3,48 (dd, 1 H, *J .12 = 3,7 Hz, *Jyapms = 9,8 Hz, H-2) 3,35 (s, 3 H,
—O—CHs)
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Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosid (3Ga)

Die Synthese und die Aufarbeitung von 3Ga erfolgten analog der Verbindung 3 unter Verwendung

von Verbindung 2Ga.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Fp:

R¢ (LM 2):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

6,1g (93 %
g (93 %) o8N on
C28H3206

464,55 g/mol BnO

63 - 65 °C OBn
OCHy
0,48

M+Na 3Ga

[a]’h = +6,20° (c=9,76x10° g/ml in CHCl;)

theoret. : C:72,39% H: 6,94 %
gef. : C:72,23 % H: 6,85 %
400 MHz

§=7,24 7,41 (m, 15 H, 3x(—CeHs)), 4,96 und 4,74 (d, 2 H, °J = 11,6 Hz, —CH,—
CeHs), 4,88 und 4,63 (d, 2 H, 2J = 11,6 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,83 und 4,68 (d, 2 H, °J
= 12,0 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,63 (d, 1 H, *Jy.1m2 = 2,9 Hz, H-1), 4,04 (dd, 1 H, °J ..
i3 = 10 Hz, ) yama = 3,7 Hz, H-3), 3,93 (dd, 1 H, ) yam2 = 2,9 Hz, *Jyopms = 10
Hz, H-2), 3,86 (pd, 1 H, ) = 2,9 Hz, H-4), 3,67 — 3,73 (m, 2 H, H-6, H-6’), 3,44
—3,51(m, 1 H, H-5) 3,35 (s, 3 H, —~O—CHs)

Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosid (3M)

Die Synthese und die Aufarbeitung erfolgten analog der Verbindung 3 unter Verwendung von

Verbindung 2M.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 2):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

5,7 g (86 %)

OH
CasH3,06 OEO
BnO
464,55 g/mol BnO
0,58
OCH;3
M+Na M

[a)? = +40,62°

(c =10,34x10° g/ml in CHCl5)

theoret. : C:72,39% H: 6,94 %
gef.: C:72,02% H: 6,92 %
400 MHz

§=7,25-7,36 (m, 15 H, 3x(—CsHs)), 4,93 und 4,62 (d, 2 H, %) = 11,4 Hz, -CH,—
CeHs), 4,77 und 4,68 (d, 2 H, °) = 12,3 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,69 (d, 1 H, *Jyajms =
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2,1 Hz, H-1) 4,62 (ps, 2 H, =CH,~C¢Hs), 3,95 (t, 1 H, ®J = 9,6 Hz, H-4), 3,88 (dd,
1 H, > hamas = 9,3 Hz, *J yama = 3,1 Hz, H-3), 3,80 — 3,86 (m, 1 H, H-6), 3,73 -
3,79 (m, 1 H, H-6"), 3,78 (dd, 1 H, ) y1m2 = 2,1 Hz, ) yom3 = 2,9 Hz H-2), 3,58
—3,63 (m, 1 H, H-5), 3,29 (s, 3 H, -O—CH,)

Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-0-(methylsulfonyl)-a-D-glucopyranosid (4)

Zu einer eisgeklhlten Losung von 6 g (12,9 mmol) der Verbindung 3 und 5,2 g (51,6 mmol)

Triethylamin in 100 ml CH,Cl, wurden innerhalb von 15 min 3 g (26,2 mmol) Methansulfonylchlorid

unter Rihren zugetropft. Nach weiteren 30 min bei — 5 °C wurde die Losung auf RT gebracht und 3x

mit Wasser gewaschen. Anschliefend wurde die organische Phase Uber Na,SO, getrocknet, filtriert

und am Rotationsverdampfer eingeengt. Das resultierende Produktgemisch lieR sich aus Heptan

umbkristallisieren.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

Fp:

R (LM 4):

MS:

Spezifische Drehung:
EA:

'H-NMR (CDCl5):

5,08 (71 %)
OMs
CioH3403S

BnO
542,64 g/mol BnO

74-75°C OBn
OCH;
0,53

M+Na 4

[a]?3 =+ 26,16° (c = 8,510 g/ml in CHCl5)

theoret. : C:64,19% H: 6,32 % S$:591%

gef.: C: 64,34 % H: 6,21 % S:6,04 %

500 MHz

8 =7,25-17,34 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 4,98 und 4,81 (d, 2 H, °J = 10,9 Hz, ~CH,—
CeHs), 4,89 und 4,60 (d, 2 H, *) = 10,7 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,77 und 4,63 (d, 2 H, *)
= 12,2 Hz, ~CH,~C¢Hs), 4,57 (d, 1 H, *Jyam = 3,4 Hz, H-1), 4,30 — 4,37 (m, 2 H,
H-6, H-6'),3,99 (t, 1 H, *) = 9,3 Hz, H-3), 3,82 (m, 1 H, H-5), 3,50 (dd, 1 H, *J .
yh2 = 3,5 Hz, *) hajms = 9,6 Hz, H=2) 3,46 (dd, 1 H, *J yama = 9,0 Hz, *J yapms =
9,9 Hz, H-4), 3,36 (s, 3 H, =SO5—CH5), 2,96 (s, 3 H, —O—CH;)
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Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-(methylsulfonyl)-a-D-galactopyranosid (4Ga)

Die Synthese und die Aufarbeitung erfolgten analog der Verbindung 4 unter Verwendung von

Verbindung 3Ga. Das Produkt lieB sich nicht umkristallisieren.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 4):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

6,8 g (>95 %)

CaoH34055

542,64 g/mol

0,50

M+Na

[a]% = +11,43°

(c =1,75x10° g/ml in CHCl5)

theoret. : C:64,19% H:6,32 %
gef. : C: 64,30 % H: 6,25 %
400 MHz

OBn OMs
(0]
BnO
OBn
OCH;3

4Ga

S:591%

S: 6,00 %

8 =7,25-7,39 (m, 15 H, 3x(~CeHs)), 4,98 und 4,57 (d, 2 H, %) = 11,4 Hz, —CH,—

CeHs), 4,88 und 4,74 (d, 2 H, 2J = 11,6 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,82 und 4,67 (d, 2 H, °J

= 12,3 Hz, —=CH,~C¢Hs), 4,66 (d, 1 H, *Jy1ym2 = 3,3 Hz, H-1), 4,23 (dd, 1 H,*J .

sme = 7,3 Hz, ) wem-e = 10,6 Hz, H-6'), 4,01 (dd, 1 H, ) wam2 = 2,9 Hz, ) H-2/H-3

= 7,1 Hz, H-2), 4,00 (dd, 1 H, *) y.sp.6 = 4,2 Hz, * yejne = 10,4 Hz, H-6) 3,92 —

3,95 (m, 2 H, H-3, H-5), 3,85 (m, 1 H, H-4), 3,35 (s, 3 H, —=S0s—CH5), 2,91 (s, 3

H, —O—CH;)

Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-0-(methylsulfonyl)-a-D-mannopyranosid (4M)

Die Synthese und die Aufarbeitung erfolgten analog der Verbindung 4 unter Verwendung von

Verbindung 3M. Eine Umbkristallisation war nicht moglich.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 4):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

6,4 g (91 %)

CaoH34055

542,64 g/mol

0,51

M+Na

[0]’5 = +40,67°

(c =5,41x10° g/ml in CHCl5)

theoret. : C:64,19% H: 6,32 %
gef. : C:63,78% H: 6,34 %
500 MHz

OMs
08,
BnO
BnO
OCH;3
am
S$:591%
S:5,83%
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§=7,24—7,51 (m, 15 H, 3x(—CeHs)), 4,95 und 4,63 (d, 2 H, °J = 10,6 Hz, —CH,—
CeHs), 4,75 und 4,62 (d, 2 H, *J = 12 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,69 (d, 1 H, *Jyam2 = 2,1
Hz, H-1), 4,63 (“s”, 2 H, =CH,~C¢Hs) 4,51 (dd, 1 H, ) ys/ne = 1,9 Hz, ) popme =
11,4 Hz, H-6'), 4,41 (dd, 1 H, ) 456 = 4,4 Hz, ) yeme = 11,4 Hz, H-6), 3,94 (t,
1H, 3 =9,1Hz, H-4), 3,90 (dd, 1 H, ) yopm3 = 2,7 Hz, *) yams = 9,1 Hz, H-3)
3,78 (t, 1 H, ®) = 2,3 Hz, H-2), 3,71 — 3,76 (m, 1 H, H-5), 3,30 (s, 3 H, —=SO3—
CHs), 3,00 (s, 3 H, ~O—CHs)

6-Azido-1-methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (5)

Zur Darstellung des Azids wurden 5 g (9,2 mmol) des Mesylats 4 in 100 ml wasserfreien DMF gel6st
und mit 3 g (46 mmol) NaN; versetzt. Die Suspension wurde unter standigem Riihren fiir 8 h auf 90 °C
erhitzt. Im Anschluss erfolgte die Aufarbeitung des Reaktionsgemischs unter Zusatz von Wasser und
Heptan. Die wassrige Phase wurde 3x mit Heptan ausgeschttelt. Die vereinigten organischen Phasen
wurden nachfolgend 3x mit Wasser gewaschen, (iber Na,SO, getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Auf eine sdulenchromatographische Reinigung konnte aufgrund der

Umsetzung (>95 %) verzichtet werden.

Ausbeute: 4,3 g (>95 %) N,
Summenformel: CysH31N305 - 0
Molare Masse: 489,56 g/mol BnO
R¢ (LM 3): 0,32 OBn ocH,
MS: M+Na
Spezifische Drehung:  [a]’} = + 54,23° 5

(c = 15,20x10° mg/ml in CHCl,)
EA: theoret. : C: 68,69 % H: 6,38 % N: 8,58 %

gef. : C: 68,67 % H: 6,38 % N: 8,40 %

'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
8 =7,23 7,36 (m, 15 H, 3x(—CeHs)), 4,98 und 4,80 (d, 2 H, °J = 10,9 Hz, —CH,—
CeHs), 4,88 und 4,56 (d, 2 H, 2 = 11,3 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,77 und 4,65 (d, 2 H, 2J
= 11,9 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,60 (d, 1 H, *Jy.1m2 = 3,7 Hz, H-1),3,97 (t, 1 H,%) = 9,3
Hz, H-3), 3,76 (m, 1 H, H-5), 3,52 (dd, 1 H, *J 412 = 3,5 Hz, *J yopms = 9,6 Hz,
H-2) 3,39 — 3,44 (m, 2 H, H-4, H-6"), 3,38 (s, 3 H, ~O—CHs), 3,31 (dd, 1 H, *J ..
56 = 5,8 Hz, Jgpme = 13,1 Hz, H-6)
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6-Azido-1-methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-galactopyranosid (5Ga)
Die Synthese und die Aufarbeitung von 5Ga erfolgten unter dhnlichen Voraussetzungen wie bei der
Verbindung 5 unter Verwendung des Mesylats 4Ga. Die Reaktionstemperatur betrug 130 °C und die

Reaktionsdauer 15 h. Um das Produkt in reiner Form zu erhalten, musste eine

saulenchromatographische Aufreinigung vorgenommen werden. Dazu wurde ein Heptan/Ether-

Gemisch steigender Polaritat verwendet.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 3):

MS:

Spezifische Drehung:

EA:

'H-NMR (CDCl5):

3,4g(76 %)

CasH31N305

489,56 g/mol

0,48

M+Na

[a]? = + 10,20°

(c = 25,60x10° g/ml in CHCl5)

theoret. : C: 68,69 % H: 6,38 %
gef.: C: 68,95 % H: 6,38 %
500 MHz

OBn N,
0
BnO
OBn
OCH;

5Ga

N: 8,58 %

N: 8,37 %

8 =7,25-7,39 (m, 15 H, 3x(~CeHs)), 4,98 und 4,58 (d, 2 H, 2J = 11,6 Hz, ~CH,—

CeHs), 4,88 und 4,73 (d, 2 H, 2 = 11,9 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,82 und 4,67 (d, 2 H, °J

= 12,1 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,68 (d, 1 H, *Jy1yu2 = 3,7 Hz, H-1), 4,02 (dd, 1 H,*J .

w2 = 3,7 Hz, ) w3 = 10,1 Hz, H-2), 3,92 (dd, 1 H, ) ho/m3 = 10,1 Hz, ) H-3/H-4

= 3,1 Hz, H-3), 3,75 - 3,80 (m, 2 H, H-4, H-5), 3,48 (dd, 1 H, ) 5.6 = 8,2 Hz,

*Jweme = 12,8 Hz, H-6'), 3,38 (s, 3 H, —=0—CH;), 2,91 (dd, 1 H, ) 456 = 4,7 Hz,

*J e = 12,7 Hz, H-6)

6-Azido-1-methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosid (5M)

Die Synthese und die Aufarbeitung von 5M erfolgten analog der Verbindung 5 unter Verwendung des

Mesylats 4M. Das Reaktionsgemisch wurde durch saulenchromatographische Aufreinigung mit einem

Heptan/Ether-Gemisch steigender Polaritat gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 3):

MS:

Spezifische Drehung:

4,4 g (>95 %)

CasH31N30s

489,56 g/mol

0,55

M+Na

[a]?3 = +51,14°

(c = 14,86x10° mg/ml in CHCl,)

OBn
—0
BnO

BnO

OCH;,
5M
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EA: theoret. : C: 68,69 % H: 6,38 % N: 8,58 %
gef. : C: 68,91 % H: 6,29 % N: 8,48 %
'H-NMR (CDCl5): 500 MHz

8 = 7,24 — 7,37 (m, 15 H, 3x(—CeHs)), 4,93 und 4,57 (d, 2 H, 2 = 11 Hz, —CH,—
CeHs), 4,74 und 4,69 (d, 2 H, *J = 12,5 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,71 (d, 1 H, *Jyims =
1,8 Hz, H-1), 4,56 (ps, 2 H,—~CH,—~CgHs), 3,86 (dd, 1 H, *J yopms = 2,4 Hz, *J s
= 9,2 Hz, H-3), 3,84 (t, 1 H, >J = 9,3 Hz, H-4), 3,77 (dd, 1 H, ) .12 = 1,8 Hz, °J
wass = 2,4 Hz, H=2), 3,45 (dd, 1 H, ) yspue = 2,4 Hz, *) peme = 13,1 Hz, H-6),
3,39 (dd, 1 H, *J s = 6,6 Hz, *J gpme = 13 Hz, H—6'), 3,32 (s, 3 H, —-O—CH})

6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-D-glucopyranose (6)

Zur Darstellung von Verbindung 6 wurden 1,7 g (3,47 mmol) von 5 in 10 ml Eisessig gelost und mit
1,2 ml ag. H,S0, (3 M) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde danach auf 80 °C erhitzt und 4 h lang
gerlhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung unter Zugabe von verd. Ammoniaklésung
neutralisiert. Nach Abkiihlung des Reaktionsgemisches wurde die Losung mit Wasser verdinnt und
mit Ether extrahiert. Die vereinigten Etherextrakte wurden nochmals mit ges. NaCl-Losung
gewaschen, lUber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand
wurde mittels Saulenchromatographie gereinigt. Fiir eine optimale Auftrennung wurde zuerst mit
Heptan eluiert, anschlieBend wurde die Polaritdt unter Zugabe von CHCI; schrittweise erhoht,
solange bis das Heptan vollstandig eluierte. Dann wurde die Polaritat des Laufmittels durch Zugabe
von Methanol weiter gesteigert. Die Analyse der Verbindung ergab ein Gemisch aus beiden

Anomeren, wobei der Anteil an a-Anomer mit ca. 60% Uberwiegte.

Ausbeute: 1,07 g (65 %) N

3
Summenformel: Cy7H29N505 Q

BnO
Molare Masse: 475,54 g/mol BnO OH
OBn

Rf (LM 4): 0,56 6
MS: M+Na
HR-MS: 498,2003
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6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-D-galactopyranose (6Ga)
Die Darstellung und die Aufreinigung der Verbindung 6Ga erfolgten analog der Verbindung 6 unter
Verwendung der Verbindung 5Ga. Die Analyse des gebildeten Produkts ergab eine Mischung aus 60%

des a-Anomers und 40% des R-Anomers.

Ausbeute: 0,82 g (50 %)
Bn N3

Summenformel: Cy7H29N505 0
Molare Masse: 475,54 g/mol BnO OH
Rt (LM 4): 0,65 OBn
MS: M+Na

6Ga
HR-MS: 498,1996

6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-D-mannopyranose (6 M)
Die Darstellung und die Aufreinigung der Verbindung 6M erfolgten analog der Verbindung 6 unter
Verwendung der Verbindung 5M. Die Analyse des gebildeten Produkts ergab eine Mischung aus 80%

des a-Anomers und 20% des R-Anomers.

Ausbeute: 0,43 g (26 %) N,
Bn
: (0]
Summenformel Cy7H29N505 BnO —
Molare Masse: 475,54 g/mol BnO OH
Rf (LM 4): 0,67
MS: M+Na 6M
HR-MS: 498,2006
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8.3.2 Glycosylierung nach R.R. Schmidt

Di-(4-chlorphenyl)aceto-4-chloranilid
Eine Suspension aus 5 g (17,7 mmol) Bis(4-chlorphenyl)essigsaure, 2,26 g (17,7 mmol) 4-Chloranilin
und 4,38 g (17,7 mmol) EEDQ wurden in 60 ml abs. Ethanol gel6st und fir 24 h bei 50 °C geriihrt. Der

gebildete Niederschlag wurde vom Losungsmittel abgetrennt und in CHCI; umkristallisiert.

Di-(4-chlorphenyl)keten-N-4-chlorphenylimin

Die Synthese erfolgte nach Literatur 7.

Es wurden nacheinander 1,68 g (6,4 mmol)
Triphenylphosphin, 1,02 g (6,4 mmol) Brom, 4,8 ml TEA und 2,5 g (6,4 mmol) Di-(4-
chlorphenyl)aceto-4-chloranilid in CH,Cl, gelést und 1 h unter Riickfluss gekocht. Nach Abkihlen
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand mehrmals mit
Petrolether extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden eingeengt und sdulenchromatographisch

unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gemischs und Zusatz von TEA aufgereinigt.

O-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-D-glucopyranosyl)-
N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (7)

Fiir die Darstellung des Imidats 7 nach R.R. Schmidt et al. (79)

wurden 1,13 g (2,38 mmol) der
Verbindung 6 in CH,Cl, geldst. Zu der Lésung wurde vorsichtig 0,96 g (40 mmol) NaH (60 %ig)
zugegeben. Nach etwa 2 min wurde langsam 0,90 g (2,4 mmol) des Di-(4-chlorphenyl)keten-N-4-
chlorphenylimines in CH,Cl, zugetropft. Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt.
Nach 2,5 h wurde erneut 0,4 g (16,7 mmol) NaH (60%ig) zugegeben und weitere 2,5 h gerihrt. Nach
insgesamt 5 h Reaktionszeit wurde das Gberschiissige NaH abgetrennt und die erhaltene L6sung am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wurde im Anschluss via MPLC unter Verwendung
eines Heptan/Ether-Gemischs steigender Polaritdt und unter Zugabe von TEA gereinigt. Mittels MPLC

lieBen sich das a- und B-Anomer voneinander trennen.

Ausbeute: 1,03 g (51 %)
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O-(6-Azido-2, 3, 4-tri-O-benzyl-6-deoxy-a-D-glucopyranosyl)-

N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (a7)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,31 g (25 % von 51%)

C47H1,ClI5N,O5

BnO

848,21 g/mol BnO

0,54
M+Na
871,2003

[a]’} = +67,26° a7

(c =13,38x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

8 =6,52 — 7,36 (m, 27 H, 3x(=CsHs), 3x(=CsHa)), 6,72 (d, 1 H, *Ju1m2 = 3,3 Hz,
H-1), 5,03 (s, 1H, —CH-), 4,88 und 4,75 (d, 2 H, %J = 11 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,85
und 4,53 (d, 2 H, 2 = 10,4 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,75 und 4,72 (d, 2 H, *J = 10,4 Hz,
—CH,—CgHs), 3,68 (dd, 1 H, *J yum2 = 3,3 Hz, *J yops = 9,5 Hz, H-2), 3,61 (,t*,
1H, %)= 9,5 Hz, H-3), 3,38 (,t“, 1 H, % = 9,5 Hz, H-4), 3,25 (dd, 1 H, %) e/ =
12,8 Hz, *J jsm6 = 2,2 Hz, H-6), 3,18 (dd, 1 H, *J ye/ne = 12,8 Hz, *J e = 5,5
Hz, H-6°), 3,11 — 3,15 (m, 1 H, H-5)

0-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-R-D-glucopyranosyl)-

N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (B7)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,92 g (75 % von 51 %) Ny
Q
C47H41C|3N405 oo BnO (0] N4©7 cl
OBn
848,21 g/mol H
T
Cl Cl
M+Na R7
871,2029

[a]’5 =-10,53°

(c =7,58x10" g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 =6,62 — 7,35 (m, 27 H, 3x(=C¢Hs), 3x(=CsHa)), 6,06 (d, 1 H, *Jy1/m2 = 8,1 Hz,
H-1), 5,04 (s, 1H, ~CH-), 4,85 und 4,59 (d, 2 H, ?J = 11,1 Hz, ~CH,~C¢Hs), 4,84
und 4,76 (d, 2 H, %) = 11,1 Hz, —=CH,~C¢Hs), 4,31 und 3,98 (d, 2 H, %) = 11,4 Hz,
—~CHy~CgHs), 3,73 (,t, 1H, *) = 8,7 Hz, H-3), 3,65 — 3,69 (m, 1 H, H-5), 3,52 —
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3,57 (m, 2 H, H-2, H-4), 3,46 (dd, 1 H, *J ye/n.e = 13,1 Hz, *) .56 = 2,0 Hz, H-
6), 3,29 (dd, 1 H, ) ye/e = 13,1 Hz, > 5.6 = 5,4 Hz, H-6)

0-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-D-galactopyranosyl)-
N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (7Ga)
Die Synthese und die Reinigung von 7Ga erfolgten entsprechend der Vorschrift von Verbindung 7.

Ausbeute: 1,29 g (64 %)

O-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-a-D-galactopyranosyl)-
N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (a7Ga)

Ausbeute: 0,36 g (28 % von 64 %)
Summenformel: C47H41CI3N4O5
Molare Masse: 848,21 g/mol
R: (LM 1): 0,33
MS: M+Na
HR-MS: 869,2058
Spezifische Drehung:  [a]% = +49,22°
(c =7,72x10° g/ml in CHCl5)

'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
8 = 6,51 —7,37 (m, 27 H, 3x(~C4Hs), 3x(~CcH4Cl), 6,70 (d, 1 H, *) 142 = 3,3 Hz,
H-1), 4,97 (s, 1 H, =CH—(CgH4Cl),), 4,97 und 4,55 (d, 2 H, %) = 11,5 Hz, —CH,—
CeHs), 4,70 — 4,81 (m, 4 H, —CH,~CgHs), 4,17 (dd, 1 H, ) yam2 = 3,7 Hz, *J yapms
=9,9 Hz, H-2), 3,53 — 3,55 (m, 2 H, H-3, H-4), 3,39 (dd, 1 H, *J y5/u.c = 8,1 Hz,
) weme = 12,5 Hz, H-6'), 3,05 — 3,07 (m, 1 H, H-5), 2,79 (dd, 1 H, *J 4.5/n.6 = 4,4
Hz, °) y.e/ne = 13,2 Hz, H-6)

0-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-B-D-galactopyranosyl)-
N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (B7Ga)

Ausbeute: 0,93 g (72 % von 64 %) Bn N,
(0]

Summenformel: C47H41CI5N,O5 B0 o NOCI
Molare Masse: 848,21 g/mol oen H
) T 0
MS M+N Cl Cl

' *ha R7Ga
HR-MS: 869,2035
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Spezifische Drehung:
'H-NMR (CDCl5):

[a]*3 = - 16,90° (c = 18,94x107 g/ml in CHCl,)

500 MHz

8 = 6,59 — 7,38 (M, 27 H, 3x(=C4Hs), 3x(~CH,Cl), 6,00 (d, 1 H, *) .1m2 = 8,2 Hz,
H-1), 5,01 (s, 1 H, —=CH—(CgH,Cl),), 4,97 und 4,61 (d, 2 H, %) = 11,6 Hz, —-CH,—
CeHs), 4,74 und 4,69 (d, 2 H, 2 = 11,9 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,40 und 3,96 (d, 2 H, °J
= 11,3 Hz, —CH,~C¢Hs), 3,84 (dd, 1 H, ) y1m2 = 8,1 Hz, *J o = 9,6 Hz, H-2),
3,63 3,70 (m, 3 H, H-4, H-5, H—6’), 3,61 (dd, 1 H, ®) yo/u3 = 9,6 Hz, *) yajma =
2,9 Hz, H-3), 2,82 (dd, 1 H, *J .56 = 7,5 Hz, *J e/me = 16,4 Hz, H-6)

0-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-D-mannopyranosyl)-

N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (7M)

Die Synthese und die Reinigung von 7M erfolgten entsprechend der Vorschrift fiir Verbindung 7.

Ausbeute:

1,09 g (54 %)

0O-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-a-D-mannopyranosyl)-

N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (a7M)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,65 g (32 %)
C47H1,Cl5N,O5

BnO

848,21 g/mol B0

0,32
M+Na
869,2038

25 _ o
[a]3 =+22,88 oM

(c = 8,74x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 = 6,59 — 7,39 (m, 27 H, 3x(=CgHs), 3x(~CsH4Cl), 6,48 (bs, 1 H, H-1), 5,00 (s, 1
H, —CH—(CH.Cl),), 4,90 und 4,54 (d, 2 H, % = 11,4 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,74 und
4,70 (d, 2 H, %) = 12,1 Hz, —-CH,—C¢Hs), 4,43 (ps, 2 H, —CH,~C¢Hs), 3,82 (t, 1 H, )
= 9,4 Hz, H-4), 3,73 - 3,74 (m, 1 H, H-2), 3,41 (dd, 1 H, ) yom3 = 3 Hz, > yapma
= 9,1 Hz, H-3), 3,32 - 3,38 (m, 3 H, H-5, H-6, H-6)

BC-NMR (Gated-Decoupling-Verfahren): "Je.q .1 = 175,71 Hz
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0-(6-Azido-2,3,4-tri-O-benzyl-6-deoxy-B-D-mannopyranosyl)-
N-2,2-tris(4-chlorphenyl)acetimidat (B7M)

Ausbeute: 0,44 g (22 %) N;B
"

Summenformel: Ca7H41Cl5N,O5 o o /NAQ,G
Molare Masse: 848,21 g/mol H
Rf (LM 1): 0,32 ‘ ‘

cl cl
MS: M+Na R7M
HR-MS: 869,2038

Spezifische Drehung: [a]% = - 22,88°
(c = 8,74x10° g/ml in CHCl5)

'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
6=6,62—-7,34 (m, 27 H, 3x(—CsHs), 3x(—CgH,4Cl), 6,02 (bs, 1 H, H-1), 5,05 (s, 1
H, —CH—(CsH4Cl),), 4,90 und 4,59 (d, 2 H, *J = 11,3 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,56 und
4,51 (d, 2 H, 2 = 11,8 Hz, —-CH,—C¢Hs), 4,42 (ps, 2 H, —CH,—C¢Hs), 3,90 — 3,87
(m, 2 H, H-2, H-3), 3,62 — 3,66 (m, 2 H, H-4, H-5), 3,32 — 3,40 (m, 2 H, H-6,
H-6)

BC-NMR (Gated-Decoupling-Verfahren): 1Jc_1/H_1 =161,13 Hz

3-0-(6"-Azido-2",3",4 -tri-O-benzyl-6"-deoxy-D-glucosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol (8)

0,58 g (1,20 mmol) des B-konfigurierten Imidats B7 wurden in 30 ml CH,Cl, gel6st. Nach der Zugabe
von 0,36 g (S)-1,2-Isopropylidenglycerol wurde die Lésung auf — 20 °C abgekiihlt und katalytische
Mengen TMSOTf zugegeben. Die Lésung wurde solange bei — 20 °C geriihrt, bis eine weille Triibung
eintrat. Im Anschluss wurde das Produktgemisch auf RT gebracht und mit TEA neutralisiert. Das
Reaktionsgemisch wurde 3x mit Wasser gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde in Heptan aufgenommen und Uber eine kurze,
mit Kieselgel beschichtete Saule filtriert. Um reines a8 und B8 zu erhalten, konnte eine praparative
Dunnschichtchromatographie mit einem Heptan/Essigester-Gemisch durchgefiihrt werden.

Ausbeute: 0,40 g (56 %)
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3-0-(6"-Azido-2,3",4 -tri-O-benzyl-6"-deoxy-a-D-glucosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol (a8)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,27 g (81% von 56 %) N

3
0,
BnO
BnO
O%
OBn H
O\/\/O

a8

C33H39N3O7
569,68 g/mol
0,22

M+Na

612,2688
[a]?3 = + 49,25°

(c =7,31x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

& =7,15- 7,30 (m, 15 H, 3x(~CcHs)), 4,81 (d, 1 H, *Jyam2 = 3,7 Hz, H-1), 4,91
und 4,72 (d, 2 H, *J = 10,7 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,82 und 4,50 (d, 2 H, *J = 11,1 Hz,
—CHy—CgHs), 4,68 und 4,59 (d, 2 H, %) = 11,8 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,26 — 4,31 (m, 1
H, sn2), 4,00 (dd, 1 H, ) s1/sn1- = 8,4 Hz, *) sn1jen2 = 6,4 Hz, sn1), 3,88 (t, 1 H, *) =
9,4 Hz, H-3), 3,73 — 3,77 (m, 1 H, H-5), 3,67 (dd, 1 H, *J ¢n1/sn1- = 8,4 Hz, *J sn1/n2
= 6,0 Hz, sn1), 3,57 (dd, 1 H, *J s3/sn3 = 10,7 Hz, *J g12/6n3 = 5,7 Hz, sn3), 3,49
(dd, 1 H, ) sn3ens = 10,7 Hz, *) snajsns = 6,0 Hz, sn3), 3,47 (dd, 1 H, *) 1m0 = 3,7
Hz, *) yams = 9,4 Hz, H-2), 3,35 - 3,39 (m, 2 H, H-4, H-6), 3,26 (dd, 1 H, * .
s/e = 5,4 Hz, ) yeme = 13,1 Hz, H-6), 1,30 und 1,36 (s, 6 H, 2x(—CHs))

3-0-(6"-Azido-2",3",4’-tri-O-benzyl-6"-deoxy-B-D-glucosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol (B8)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,14 g (18 % von 56 %)

N3
C33HaoN30; oo 0 ?

O ~ (0]
589,68 g/mol eno SN

0,22

M+N
@ RS

612,2685
[a)% = - 22,22°

(c =1,8x10" g/ml in CHCl5)
500 MHz

8=7,22-7,36 (m, 15 H, 3x(—C¢Hs)), 4,94 und 4,56 (d, 2 H, 2 = 10,7 Hz, —CH,—
CeHs), 4,94 und 4,86 (d, 2 H, 2 = 11,4 Hz, -CH,—~C¢Hs), 4,78 und 4,71 (d, 2 H, )
= 11,1 Hz,~CH,~CcHs), 4,46 (s, 1 H, *Jyapm2= 7,7 Hz, H-1), 4,29 — 4,35 (m, 1 H,
sn2), 4,06 (dd, 1 H, *J q1en1 = 8,4 Hz, > snijen2 = 6,4 Hz, sn1), 3,98 (dd, 1 H, °J

74



8 Arbeitsvorschriften

sn3jsnz = 10,1 Hz, *J 13762 = 5,0 Hz, sn3), 3,83 (dd, 1 H, ™) s1/sn1 = 8,4 Hz, *) sn1/ena
= 6,0 Hz, sn1), 3,61 — 3,64 (m, 2 H, H-3, sn3“), 3,43 — 3,49 (m, 3 H, H-2, H-4,
H-5), 3,40 (dd, 1 H, ) .56 = 2,4 Hz, *J g = 13,1 Hz, H-6), 3,31 (dd, 1 H, *)
wsmee = 6,4 Hz, " yeme = 13,1 Hz, H-6°), 1,36 und 1,41 (s, 6 H, 2x(~CH3))

3-0-(6°-Azido-2",3",4 -tri-O-benzyl-6"-deoxy-D-galactosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol (8Ga)
Die Synthese und die Reinigung von 8Ga erfolgten in gleicher Weise wie die Darstellung von
Verbindung 8. Dazu wurden 0,22 g (0,26 mmol) a7Ga und 0,58 g (0,68 mmol) B7Ga separat

umgesetzt. Das erhaltene Anomerengemisch aus a- und B-Produkt wurde direkt weiterverarbeitet.

Ausbeute: 0,14 g (91 %) fur die Umsetzung mit a7Ga
Ausbeute: 0,27 g (67 %) fir die Umsetzung mit B7Ga
Summenformel: Ci3H39N304 Bn N;
Molare Masse: 589,68 g/mol T&/ o%
R (LM 1): 0,20 °no oo o\;vo
MS: M+Na
HR-MS: 612,2672
8Ga

3-0-(6"-Azido-2,3",4 -tri-O-benzyl-6"-deoxy-D-mannosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol (8M)

Die Synthese und die Reinigung von 8M erfolgten analog von 8. Dazu wurden 1,10 g (1,3 mmol) a7M
und 0,75 g (0,88 mmol) B7M separat umgesetzt. Das erhaltene Anomerengemisch wurde via MPLC
mit einem Heptan/Ether-Gradient steigender Polaritat und Zugabe von TEA aufgetrennt.

Ausbeute: 0,42 g (55 %) fur die Umsetzung mit a7M

Ausbeute: 0,48 g (92 %) fir die Umsetzung mit B7M

3-0-(6"-Azido-2,3",4 -tri-O-benzyl-6"-deoxy-a-D-mannosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol(a8M)

Summenformel: Cs3H39N505 \

3
Molare Masse: 589,68 g/mol B”O

BnO -

R¢ (LM 1) 0,25 BnO o
Ms: M+Na O\/\/io
HR-MS: 612,2688 o8M
Spezifische Drehung:  [a]% = +41,43°

(c =5,31x10° g/ml in CHCl5)
'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
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8 =7,24-7,36 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 4,86 (d, 1 H, *Jy.1n2 = 1,8 Hz, H-1), 4,93
und 4,57 (d, 2 H, 2 = 11,2 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,75 und 4,69 (d, 2 H, %J = 12,5 Hz,
—~CH,—CgHs), 4,61 (s, 2 H, ~CH,~CgHs), 4,19 — 4,24 (m, 1 H, sn2), 4,01 (dd, 1 H,
%) gn1jsnt = 8,1 Hz, ) qijen2 = 6,6 Hz, sn1), 3,82 — 3,89 (m, 3 H, H-2, H-3, H-4),
3,72 — 3,76 (m, 1 H, H-5), 3,67 (dd, 1 H, *J s3/sn3 = 10,6 Hz, *J s3/sn2 = 4,6 Hz,
sn3), 3,62 (dd, 1 H, *J qy1/en1- = 8,1 Hz, *J n176n2 = 6,6 Hz, sn1), 3,44 — 3,48 (m, 2
H, sn3‘, H-6), 3,39 (dd, 1 H, °J y.s/me = 6,6 Hz, °J heme = 12,8 Hz, H-6°), 1,35
und 1,39 (s, 6 H, 2x(—CH5))

BC-NMR (Gated-Decoupling-Verfahren): 1Jc_1/H_1 =169,86 Hz

3-0-(6"-Azido-2",3",4’-tri-O-benzyl-6"-deoxy-f-D-mannosyl)-1,2-isopropyliden-sn-glycerol (38M)

Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

C33H39N3O7 N3 -&(
589,68 g/mol BnO/&/ O

B0 o) : 0
0.16 n ~ N
M+Na
612,2680 R8M

[a]’p = - 39,23°
(c =3,06x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

§=7,22 - 7,45 (m, 15 H, 3x(—C¢Hs)), 4,95 und 4,80 (d, 2 H, %) = 12,5 Hz, —CH,—
CeHs), 4,93 und 4,56 (d, 2 H, 2 = 11 Hz, —CH,—CgHs), 4,51 und 4,44 (d, 2 H,4 =
12 Hz,~CH,~C¢Hs), 4,46 (s, 1 H, H-1), 4,26 — 4,30 (m, 1 H, sn2), 4,01 (dd, 1 H,
%) gnssnt = 8,1 Hz, *J gnajsn2 = 6,6 Hz, sn1), 3,96 (dd, 1 H, %) 363 = 10,6 Hz, )
sn3jsn2 = 3,7 Hz, sn3), 3,92 (,d“, 1 H, *Jyom3= 2,9 Hz, H-2), 3,88 (dd, 1 H, ") sn1/sn1-
= 8,1 Hz, *) qn1y6n2 = 6,2 Hz, sn1*), 3,77 (t, 1 H, *)= 9,2 Hz H-4), 3,61 (dd, 1 H, °J
sn3jsnz = 11 Hz, > sn3en2 = 5,5 Hz, sn3), 3,48 (dd, 1 H, *J yopus = 2,9 Hz, > s =
9,5 Hz, H-3), 3,33 — 3,45 (m, 3 H, H-5, H-6, H-6), 1,35 und 1,38 (s, 6 H, 2x(—
CH)

BC-NMR (Gated-Decoupling-Verfahren): 1Jc_1/H_1 = 155,47 Hz
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8.3.3 Synthese der Glycoglycerolipide

3-0-(6°-Azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 "-deoxy-D-glucosyl)-sn-glycerol (9)

0,75 g (1,27 mmol) 8 wurden in 50 ml abs. Methanol geldst und mit 0,96 g Pyridiniumtosylat versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde fir 5 h unter Riickfluss gekocht. Nach Abkihlung wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgetrennt und der Riickstand in CH,Cl, aufgenommen. Die
Losung wurde 3x mit Wasser gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und am

Rotationsverdampfer eingeengt. Die Trennung des Anomerengemisch erfolgte mit Hilfe der

praparativen Dinnschichtchromatographie unter Verwendung von Essigester.

Ausbeute:

0,57 g (82 %)

3-0-(6"-Azido-2",3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a9)

Summenformel: C30H35N505 N,

Molare Masse: 549,62 g/mol B0 0

R¢ (LM 2): 0,49 BnO . OH

MS: M+Na O _A_-OH
HR-MS: 572,23676

Spezifische Drehung:  [a]% = + 35,71° a9

'H-NMR (CDCl5):

(c=0,9 x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

& =7,23-7,33 (m, 15 H, 3x(—C4Hs)), 4,94 und 4,81 (d, 2 H, *J = 10,7 Hz, —CH,—

CeHs), 4,88 und 4,56 (d, 2 H, %) = 11,1 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,78 und 4,62 (d, 2 H, ’J

= 11,8 Hz ~CH,~C¢Hs), 4,72 (d, 1 H, *Jy.m2= 3,7 Hz, H-1),3,93 (t, 1 H,%) =9,2

Hz, H-3), 3,84 -3,87 (m, 2 H, sn2, sn1), 3,79 — 3,87 (m, 1 H, H-5), 3,57 - 3,77

(m, 2 H, sn3, sn3), 3,53 (dd, 1 H, *J yama = 3,7 Hz, *J yams = 9,7 Hz, H-2), 3,39
/ /!

-3,46 (m, 3 H, H-4, H-6, sn1°), 3,31 (dd, 1 H, *) y.e/me = 13,1 Hz, *) 5.6 = 5,7

Hz, H-6)

3-0-(6"-Azido-2",3",4-tri-O-benzyl-6-deoxy-[3-D-glucosyl)-sn-glycerol (R9)

Summenformel: CsoH3sN304 N
OH

Molare Masse: 549,62 g/mol BnO °

BnO OO
R: (LM 2): 0,51 OBn
MS: M+Na
HR-MS: 572,2367 R9
Spezifische Drehung:  [a]% = + 25,97°
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'H-NMR (CDCl5):

(c =2,37x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

& = 7,16 — 7,30 (m, 15 H, 3x(~CgHs)), 4,87 und 4,73 (d, 2 H, *J = 11 Hz, ~CH,—
CeHs), 4,80 und 4,69 (d, 2 H, J = 11 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,80 und 4,38 (d, 2 H, 2 =
11 Hz, ~CH,~CgHs), 4,38 (d, 1 H, ®J y.ym1 = 8,1 Hz, H-1), 3,74 — 3,84 (m, 3 H,
sni, sn1’, sn2), 3,63 (dd, 1 H, %) s3/ens = 11,4 Hz, *J sn3/em2 = 3,3 Hz, sn3), 3,59 (t,
1H, 3 =8,8Hz, H-3), 3,53 (dd, 1 H, %) s3/sn3 = 11,4 Hz, *) snosns = 5,1 Hz, sn3"),
3,37 — 3,44 (m, 4 H, H-2, H-4, H-5, H-6), 3,25 (dd, 1 H, *J y.p.s = 12,8 Hz, *J .
56 = 5,9 Hz, H-6), 2,10 — 2,58 (bs, 2 H, 2x(-OH))

3-0-(6°-Azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-D-galactosyl)-sn-glycerol (9Ga)

0,30 g (0,51 mmol) der Verbindung 9Ga wurden in analoger Weise wie Verbindung 9 dargestellt,

gereinigt und getrennt.

Ausbeute:

0,24 g (86 %)

3-0-(6°-Azido-2",3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-galactosyl)-sn-glycerol (a9Ga)

Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 2):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

C30H35N307 OBn N3
549,62 g/mol o)
0,51 BnO oH
M+N OBn H
+Na ;
O\/\/OH
572,2357 a9Ga
[a]?3 = + 25,97°

(c =1,54x10° g/ml in CHCI5)

500 MHz

8 =7,25-7,38 (m, 15 H, 3x(—CeHs)), 4,97 und 4,57 (d, 2 H, *J = 11,6 Hz, —CH,—
CeHs), 4,84 und 4,74 (d, 2 H, %) = 11,6 Hz, —CH,~CgHs), 4,79 (d, 1 H, *Jyapma =
3,4 Hz, H-1), 4,82 und 4,66 (d, 2 H, %) = 11,6 Hz, -CH,—CgHs), 4,03 (dd, 1 H, %) ..
yh2 = 3,4 Hz, ®) yops = 9,8 Hz, H-2), 3,83 — 3,91 (m, 4 H, H-3, H-5, sn1, sn2),
3,83 — 3,91 (m, 1H, H-4), 3,71 (dd, 1 H, ) su3jsns = 11,9 Hz, *J sajsn2 = 3,7 Hz,
sn3), 3,62 (dd, 1 H, *J gnzjens = 11,9 Hz, ) sn36n2 = 3,7 Hz, sn3), 3,42 - 3,49 (m,
2 H, H-6,sn1"), 2,97 (dd, 1 H, *) yuspme = 4,9 Hz, " g = 12,5 Hz, H-6")
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3-0-(6"-Azido-2",3",4-tri-O-benzyl-6 -deoxy-3-D-galactosyl)-sn-glycerol (R9Ga)

Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 2):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

C30H35N307 OBn N3
549,62 g/mol % o
BnO OO
0,43 —
M+Na
572,23725 R9Ga
[a]’h = - 8,85°

(c =2,26x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

§=7,25-7,36 (m, 15 H, 3x(~CgHs)), 4,97 und 4,61 (d, 2 H, %) = 11,6 Hz, -CH,—
CeHs), 4,72 — 4,85 (m, 4 H, —CH,—CgHs), 4,36 (d, 1 H, 3JH_1/H_2 = 7,6 Hz, H-1),
3,44 — 3,87 (m, 10 H, H-2,H-3, H-4, H-5, H-6, sn1, sn1’, sn2, sn3, sn3‘), 2,96
(dd, 1 H,?) ys/me = 4,0 Hz, 2 ygme = 12,5 Hz, H-6°)

3-0-(6°-Azido-2",3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-mannosyl)-sn-glycerol (a9M)

0,42 g (0,71 mmol) a8M wurden in 50 ml abs. Methanol gel6st, mit 0,54 g Pyridiniumtosylat versetzt

und fir 5 h unter Rickfluss gekocht. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgetrennt

und der Riickstand in CH,Cl, aufgenommen. Im Anschluss wurde die organische Phase 3x mit Wasser

gewaschen, liber Na,SO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 2):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,37 g (95 %)
N3
OBn

—0

C30H35N30;
BnO

549,62 g/mol BnO

0,46 :
O\/\/OH
M+Na

572,2360 a9M

[a]% = + 68,20°

(c =0,88x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

§=7,24-7,36 (m, 15 H, 3x(—CeHs)), 4,92 und 4,56 (d, 2 H, >J = 11,1 Hz, —-CH,~
CeHs), 4,74 und 4,68 (d, 2 H, %) = 12,4 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,62 (,5“, 2 H, —CH,—
CeHs), 4,81 (d, 1 H, *Jyym2= 1,7 Hz, H-1), 3,81 — 3,87 (m, 3 H, H-3, H-4, sn2),
3,70 - 3,75 (m, 3 H, H-2, H-5, sn1), 3,66 (dd, 1 H, *J sy3/sn3 = 11,4 Hz, *J 362 =
4,0 Hz, sn3), 3,54 (dd, 1 H, *J y3/en3 = 11,4 Hz, *) n36n2 = 5,7 Hz, sn37), 3,46 (dd,
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1H,* wepmes = 13,1 Hz, *) 56 = 2,4 Hz, H-6), 3,43 (dd, 1 H, *J ¢1/6n1- = 10,4 Hz,
*J en1ysn2 = 7,1 Hz, sn1), 3,38 (dd, 1 H, )y = 13,1 Hz, > 5.6 = 6,7 Hz, H-6)

3-0-(6"-Azido-2°,3",4"-tri-O-benzyl-6-deoxy-3-D-mannosyl)-sn-glycerol (R9M)

Es wurden 0,48 g (0,81 mmol) B8M in gleicher Weise wie a8M umgesetzt und gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 2):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,38 g (85 %)
CsoH3sN30; B o

549,62 g/mol BnO o\/\/OH
0,38
M+Na ROM
572,2359

[a)% = - 29,40°

(c =2,72x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

§=7,24—7,42(m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 4,92 und 4,57 (d, 2 H, °J = 11,1 Hz, —CH,—
CeHs), 4,87 und 4,82 (d, 2 H, *J = 12,4 Hz, ~CH,~C¢Hs), 4,57 und 4,51 (d, 2 H, *J
= 11,8 Hz, —CH,~CgHs), 4,42 (5%, 1 H, H-1), 3,92 (,d“, 1 H, *Jyou3= 2,7 Hz, H-
2), 3,88 (dd, 1 H, ) sn1/sn1- = 10,1 Hz, ) g11/6n2 = 5,7 Hz, sn1), 3,82 — 3,86 (m, 1 H,
sn2), 3,78 (t, 1 H, *J= 9,1 Hz, H-4), 3,74 (dd, 1 H, *J s1/sn1- = 10,1 Hz, *J p1/enz =
3,0 Hz, sn1), 3,69 (dd, 1 H, J sn3/en3 = 11,4 Hz, ) s3/6n2 = 4,0 Hz, sn3), 3,61 (dd, 1
H, %) snaens = 11,4 Hz, ) n36n2 = 4,7 Hz, sn3), 3,51 (dd, 1 H, *J o3 = 2,7 Hz, °)
wama= 9,1 Hz, H-3), 3,41 - 3,45 (m, 3 H, H-5, H-6, H-6)
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1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6°-azido-2°,3°,4 -tri-O-benzyl-6-deoxy-D-glucosyl)-sn-glycerol (10)

Fir die Umsetzung von 0,43 g (0,78 mmol) von Verbindung 9 wurden 0,803 g (3,13 mmol)
Palmitinsdure und 0,323 g (1,56 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid in 20 ml abs. CCl, gel6st. Das
Reaktionsgemisch wurde unter Verschluss fiir circa 20 h abgedunkelt stehen gelassen. Der gebildete
Niederschlag wurde abfiltriert und die L6sung am Rotationsverdampfer eingeengt. Im Anschluss
erfolge die Aufnahme des Riickstands in abs. Toluol. Zu dieser Losung wurde das zuvor in Toluol
geloste und mit katalytischen Mengen DMAP versetzte 9 langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde bei stiandigem Riihren auf 50 °C erhitzt. Nach 4 h wurde erneut 0,160 g (0,78 mmol)
Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben und fir weitere 20 h bei RT geriihrt. Die Losung wurde 3x mit
Wasser gewaschen, lber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
Reinigung unter Verwendung eines Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritét.

Ausbeute: 0,54 g (67 %)

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6"-azido-2°,3°,4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a10)

Summenformel: Cs2Ho5N3Oq N,

Molare Masse: 1026,43 g/mol BnOBno ° i

Re (LM 1): 0,52 OB“O\/O\/Z“‘H“ -
MS: M+Na \L]/
HR-MS: 1048,69763

Spezifische Drehung:  [a]% = + 46,08° alo

(c =4,34x10° g/ml in CHCl5)

'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
§=7,23-17,32 (m, 15 H, 3x(-C¢Hs)), 5,21 — 5,25 (m, 1 H, sn2), 4,95 und 4,78
(d, 2 H, °J = 11 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,88 und 4,56 (d, 2 H, *J = 11 Hz, —CH,~C¢Hs),
4,73 und 4,61 (,d“, 2 H,%) = 11,9 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,73 (d, 1 H, *Jy1m2= 3,4 Hz,
H-1), 4,39 (dd, 1 H, *J snijsn1- = 11,9 Hz, *) n1en2 = 3,4 Hz, sn1), 4,18 (dd, 1 H, %)
sn1jsnt: = 11,9 Hz, *) gr16n2 = 5,8 Hz, sn1), 3,92 (t, 1 H, >J = 9,2 Hz, H-3), 3,74 —
3,79 (m, 2 H, H-5, sn3), 3,50 - 3,57 (m, 2 H, H-2, sn3"), 3,39 - 3,44 (m, 2 H, H-
4, H-6), 3,30 (dd, 1 H, ") qeme = 13,1 Hz, *J s = 5,5 Hz, H-6), 2,26 — 2,30
(m, 4 H, 2x(=CH,—~(CH,);3—CH3), 1,55 — 1,61 (m, 4 H, 2x(~CH,~CH,—~(CH,)1,—
CHs)), 1,20 — 1,30 (m, 48 H, 2x(~CH,—CH,—~(CH,)1,~CHs), 0,86 (t, 6 H, J = 7 Hz,
2x(~CH;))
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1,2-Diocteoyl-3-0-(6"-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 "-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a10-D8)

0,73 g (5,04 mmol) Caprylsdure und 0,52 g (2,52 mmol) DCC wurden in 20 ml CCl, gel6st und 12 h

unter Lichtausschluss stehen gelassen. Der sich bildende Niederschlag wurde abfiltriert und die

Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde zusammen mit 0,69 g (1,26 mmol)

von Verbindung 9

in Toluol

gelost und mit katalytischen Mengen DMAP versetzt. Das

Reaktionsgemisch wurde auf 50°C flir 4 h unter standigem Riihren erwdarmt. Im Anschluss wurde

erneut 0,07 g DCC zugegeben und fiir weitere 12 h bei RT gerlihrt. Die Aufreinigung erfolgte in

gleicher Weise wie von al0.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,58 g (57,4 %)
C46H53N309 BnO 0
BnO

802,01 g/mol oBn
0,54
M+Na

824,4474 a10-D8

[a)% = + 60,76°

(c =3,95x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

8 =7,21-7,34 (m, 15 H, 3x(-C¢Hs)), 5,21 — 5,25 (m, 1 H, sn2), 4,95 und 4,78
(d, 2 H, %) = 10,7 Hz, —-CH,—CgHs), 4,88 und 4,56 (d, 2 H, 2 = 11 Hz, —-CH,—C¢Hs),
4,73 und 4,61 (d, 2 H, *J = 12,0 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,73 (d, 1 H, >}y = 3,7 Hz,
H-1), 4,39 (dd, 1 H, % saijenr = 12 Hz, *Jn1/en2 = 3,7 Hz, , sn1), 4,18 (dd, 1H, %)
ant/snr = 12 Hz, *Jn1sen2 = 6 Hz, sn17), 3,92 (“4”, 1 H, *)= 9,3 Hz, H-3), 3,74 - 3,78
(m, 2 H, H-5, sn3), 3,50 — 3,57 (m, 2 H, H-2, sn3’), 3,39 — 3,43 (m, 2 H, H-4,
H-6), 3,30 (dd, 1 H, *Jsn.6 = 5,8 Hz, ") je/e = 13 Hz, H-6'), 2,26 — 2,30 (m, 4
H, 2x(~CH,—(CH,)s—CH;), 1,55 — 1,64 (m, 4 H, 2x(~CH,~CH,~(CH,),~CHs), 1,20 -
1,31 (m, 16 H, 2x(~(CH,),~(CH,)4~CHs), 0,83 — 0,87 (m, 6 H, 2x(~CH;))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6"-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-[3-D-glucosyl)-sn-glycerol (310)

Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

C62H95N309 (o}
N;
1026,43 g/mol o Y CisH3g
BnO H
BnO OO CasHaf
0,40 oBn
T
M+Na R10
1048,6980

[a]’5 = - 8,39°
(c =4,77x10° g/ml in CHCl5)
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'H-NMR (CDCl5):

500 MHz

6=7,20-7,33 (m, 15 H, 3x(-CgHs)), 5,24 — 5,28 (m, 1 H, sn2), 4,92 und 4,76
(d, 2 H, %) = 11 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,91 und 4,68 (d, 2 H, *J = 11,1 Hz, -CH,—C¢Hs),
4,84 und 4,54 (d, 2 H,%) = 11,1 Hz,~CH,~C¢Hs), 4,41 (d, 1 H, ) 12 = 7,8 Hz,H—
1), 4,34 (dd, 1 H, *J r1/en1 = 11,9 Hz, *) 162 = 3,9 Hz, sn1), 4,21 (dd, 1 H, )
sn1jsnt = 11,9 Hz, ) q1en2 = 6,7 Hz, sn1°), 4,03 (dd, 1 H, %) gu3/6n3 = 10,8 Hz, °J
en3/sn2 = 4,6 Hz, sn3), 3,70 (dd, 1 H, ) 13/6n3 = 10,8 Hz, *J sn3en2 = 4,6 Hz, sn37),
3,62 (,t“, 1 H,%) = 9,1 Hz, H-3), 3,36 — 3,48 (m, 4 H, H-2, H-4, H-5, H-6), 3,28
(dd, 1 H, %) peme = 13,1 Hz, ) s = 6,3 Hz, H-6°), 2,23 — 2,34 (m, 4 H, 2x(-
CHo—(CH,)15~CH3), 1,53 — 1,63 (m, 4 H, 2x(—CH,—CH,—~(CH,)1,—CHs), 1,21 -1,30
(m, 48 H, 2x(~CH,~CH,—(CH,):,—CHs), 0,86 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(—CHs))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6°-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-D-galactosyl)-sn-glycerol (10Ga)

Die Darstellung und die Reinigung von 0,58 g (1,06 mmol) 10Ga erfolgten analog wie bei 10. Die

Auftrennung der beiden Anomeren wurde mittels MPLC unter Verwendung eines Heptan/Ether-

Gradienten steigender Polaritdt und Zusatz von TEA durchgefiihrt.

Ausbeute (insg.):

0,91 g (84 %)

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6"-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-galactosyl)-sn-glycerol (a10Ga)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,55 g (51 %) o8 N

3
Cs2HosN30g 0 i

BnO
1026,43 g/mol 0Bn ? CisHay
o) : o] CisH
0’39 ~ N Y 15131
0

M+Na al0Ga
1048,6955

[a) = +16,72°

(c =5,98x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 =7,25~-7,38 (m, 15 H, 3x(~C4Hs)), 5,23 — 5,27 (m, 1 H, sn2), 4,97 und 4,56
(d, 2 H, %) = 11,6 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,85 und 4,72 (d, 2 H, *J = 11,6 Hz, ~CH,—
CeHs), 4,77 und 4,62 (d, 2 H, %) = 12 Hz,~CH,~C¢Hs), 4,79 (d, 1 H, ) = 3,7
Hz, H-1), 4,34 (dd, 1 H, *J sn1/sn1- = 11,9 Hz, *) sn1jsn2 = 3,7 Hz, sn1), 4,17 (dd, 1 H,
%) en1jsnt = 11,9 Hz, *) n1n2 = 5,8 Hz, sn19), 4,01 (dd, 1 H, ) yama = 3,7 Hz, *) .
oms = 10,1 Hz, H-2), 3,88 (dd, 1 H, *J yopms = 10,1 Hz, °J p3ns = 2,8 Hz, H-3),

3,73 — 3,81 (m, 3 H, H-4, H-5, sn3), 3,54 (dd, 1 H, %) sn3/sn3 = 10,7 Hz, *J sn3/sn2 =
83
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5,8 Hz, sn3’), 3,47 (dd, 1 H, ) yepme = 12,8 Hz, *J 156 = 8,2 Hz, H-6), 2,92 (dd,
1 H, ) wepme = 12,8 Hz, *) e = 4,9 Hz, H-6), 2,25 — 2,29 (m, 4 H, 2x(~CH,—
(CH,)15—CHs), 1,54 — 1,61 (m, 4 H, 2x(—~CH,~CH,—(CH,)1,~CH3), 1,21 —1,30 (m,
48 H, 2x(~CH,—CH,—(CH,):,—CHs), 0,86 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CHs))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6"-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-[3-D-galactosyl)-sn-glycerol (810Ga)

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

Rf (LM 1):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:
'H-NMR (CDCl5):

0,35g (33 %) R

Ce2Hg5N30, &/ 07 TeisHy

1026,43 g/mol BnO o\/\/o\[]/ CysHay
OBn

0,31 0

M+Na R10Ga

1048,6955

[a]’s = - 19,20° (c =5,21x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 =7,25-7,36 (m, 15 H, 3x(~CgHs)), 5,22 — 5,26 (m, 1 H, sn2), 4,96 und 4,61
(d, 2 H, %) = 11,6 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,91 und 4,73 (d, 2 H, *J = 11 Hz, —CH,—C¢Hs),
4,80 und 4,71 (d, 2 H, %) = 11,6 Hz, —=CH,~CgHs), 4,34 (d, 1 H, *) yim2 = 7,9 Hz,
H-1), 4,34 (dd, 1 H, *J snijsn1 = 11,9 Hz, *) n1en2 = 3,7 Hz, sn1), 4,21 (dd, 1 H, 2
ant/snt’ = 11,9 Hz, *) gi1g6n2 = 6,7 Hz, sn1’), 4,05 (dd, 1 H, *J ¢33 = 10,7 Hz, °)
sn2/sn3 = 4,6 Hz, sn3), 3,80 (dd, 1 H, *J y.1m2 = 7,9 Hz, *J oms = 9,8 Hz, H-2), 3,65
-3,68 (M, 2 H, H-4, sn3"), 3,58 (dd, 1 H, *J 6/ = 12,8 Hz, *J 56 = 7,9 Hz, H-
6), 3,49 (dd, 1 H, *J 423 = 9,8 Hz, *J yama = 2,8 Hz, H-3), 3,42 — 3,44 (m, 1 H,
H-5), 2,85 (dd, 1 H, ) y.emee: = 12,8 Hz, *J yyspme = 4,6 Hz, H-6°), 2,21 —2,27 (m, 4
H, 2X(~CH,—(CH,)13—CHs), 1,53 — 1,60 (m, 4 H, 2x(~CH,—CH,—(CH,);,—CHs),
1,21 — 1,31 (m, 48 H, 2x(~CH,~CH,—(CH,):,—CHs), 0,86 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(-
CH:))
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1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6°"-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-mannosyl)-sn-glycerol (a10M)
0,37 g (0,67 mmol) a9M wurde unter den gleichen Reaktionsbedingungen, wie bei der Darstellung
von 10 beschrieben, synthetisiert. Die Reinigung von alOM erfolgte mittels MPLC mit einem

Heptan/Ether-Gradienten steigender Polaritat und der Zugabe von TEA.

Ausbeute: 0,45 g (66 %) N

Summenformel: Ce2Hg5N304 80 Jols Q

Molare Masse: 1026,43 g/mol e O CisMay

Re (LM 1): 0,44 O\/\/O\H/CHH“
MS: M+Na °
HR-MS: 1048,6965 aloM

Spezifische Drehung:  [a]% = + 31,10°
(c =4,5x10° g/ml in CHCl5)

'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
8 =7,25-17,35 (m, 15 H, 3x(~CgHs)), 5,12 — 5,15 (m, 1 H, sn2), 4,91 und 4,56
(d, 2 H, %) = 11 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,73 und 4,66 (d, 2 H, %J = 12,3 Hz, -CH,—C¢Hs),
4,62 und 4,59 (,d“, 2 H, ) = 12 Hz,~CH,—C¢Hs), 4,77 (s, 1 H, *Jyam2 = 1,8 Hz,
H-1), 4,28 (dd, 1 H, %) sn1/sn1- = 11,9 Hz, *J n1/6n2 = 3,9 Hz, sn1), 4,04 (dd, 1 H, )
sn1jsnt = 11,9 Hz, > 11602 = 6 Hz, sn1°), 3,80 — 3,85 (m, 2 H, H-3, H-4), 3,77 (dd,
1 H, % suzjens = 10,6 Hz, *) s3ssn2 = 5,1 Hz, sn3), 3,68 — 3,73 (m, 2 H, H-2, H-5),
3,51 (dd, 1 H, % sn3/sns = 10,6 Hz, *J n3/6n2 = 5,5 Hz, sn3), 3,41 (dd, 1 H, ) j.6/n6
= 13,2 Hz, *J 456 = 2,6 Hz, H-6), 3,36 (dd, 1 H, ) ye/ne = 13,2 Hz, > jisne = 6,2
Hz, H-6), 2,25 — 2,29 (m, 4 H, 2x(~CH,—~(CH,);3~CHs), 1,56 — 1,59 (m, 4 H, 2x(~
CH,~CH,—~(CH,)1,—CHs), ), 1,21 — 1,28 (m, 48 H, 2x(~CH,~CH,—~(CH,);,—CHs),
0,83 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CH))

1,2-Dipalmitoyl-3-0O-(6"-azido-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-[3-D-mannosyl)-sn-glycerol (810M)
Die Darstellung und die Reinigung von 0,38 g (0,69 mmol) B9M erfolgten analog der Verbindung 10.

Ausbeute: 0,54 g (77 %)

Summenformel: Ce2HasN30, o gsB/no 0 | Castay
Molare Masse: 1026,43 g/mol Bno o\/\/o\[l/clsHal
R (LM 1): 0,27 °

MS: M+Na R10M

HR-MS: 1048,6952

Spezifische Drehung:  [a]% = - 41,40° (c =5,8x10° g/ml in CHCl5)
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'H-NMR (CDCl5):

500 MHz

6=7,23-7,43 (m, 15 H, 3x(-CgHs)), 5,25 - 5,29 (m, 1 H, sn2), 4,93 und 4,55
(d, 2 H, %) = 11 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,91 und 4,77 (d, 2 H, *J = 12,6 Hz, -CH,—C¢Hs),
4,50 und 4,42 (d, 2 H,?) = 11,7 Hz,~CH,~C¢Hs), 4,41 (,,s“, 1 H, H-1), 4,29 (dd, 1
H, %) snjsnts = 12 Hz, ) sn1jen2 = 6,4 Hz, sn1), 4,18 (dd, 1 H, %) gi/en1 = 12 Hz, °)
s1/sn2 = 6,4 Hz, sn1*), 4,03 (dd, 1 H, *J ga/en3 = 11 Hz, *J gn3en2 = 5,7 Hz, sn3),
3,90 (,d“, 1 H, *J yams = 2,9 Hz, H-2), 3,76 (t, 1 H, >) = 9,2 Hz, H-4), 3,63 (dd, 1
H, %) sna/sns' = 11 Hz, *) sn3en2 = 4,8 Hz, sn37), 3,47 (dd, 1 H, ) yops = 2,9 Hz, ) 4.
sma = 9,2 Hz, H-3), 3,33 — 3,45 (m, 3 H, H-5, H-6, H-6), 2,26 — 2,30 (m, 4 H,
2x(~CH,—(CH,)15~CH3), 1,56 — 1,60 (m, 4 H, 2x(~CH,—CH,—(CH,)1,—CH3), 1,21 -
1,29 (m, 48 H, 2x(~CH,~CH,—(CH,)1,—CH;), 0,86 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CH5))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6° -amino-2",3",4 -tri-O-benzyl-6 "-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a11)

0,32 g (0,31 mmol) al0 wurden in 25 ml abs. THF geldst und mit der 0,33 g (1,25 mmol)

Triphenylphosphin versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 24 h bei RT geriihrt und im Anschluss

mit 1 ml Wasser versetzt. Nach 24 h erfolgte die Aufarbeitung. THF wurde am Rotationsverdampfer

abgetrennt und der Riickstand in CHCI; aufgenommen. Die organische Phase wurde 3x mit ges. NaCl-

Losung gewaschen, liber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Vakuumverdampfer eingeengt. Danach

wurde gebildetes Triphenylphosphinoxid durch Ausfdllung in Heptan vom Produktgemisch

abgetrennt und via MPLC unter Verwendung eines CHCl;/Methanol-Laufmittelgemischs steigender

Polaritat unter Zugabe von TEA gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,29 g (95 %)

NH,
Bn Q i
CeaHo7NOs - D
oBn ¢ CisHa1
1000,45 g/mol WWQEWH
0,61 o)

M+H all

1000,72382
[a]’s = +37,62°

(c =3,19x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

6=7,24-7,32 (m, 15 H, 3x(-CgHs)), 5,20 — 5,24 (m, 1 H, sn2), 4,95 und 4,78
(d, 2 H, 3 = 11 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,86 und 4,60 (d, 2 H, %) = 11 Hz, -CH,—C¢Hs),
4,72 und 4,60 (d, 2 H, ?) = 12,2 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,58 — 4,66 (m, 4H, —CH,—
CeHs), 4,69 (d, 1 H, ) yam2 = 3,7 Hz, H-1), 4,39 (dd, 1 H, *J sn1/sn- = 11,9 Hz, °J
an1/sn2 = 2,7 Hz, sn1), 4,18 (dd, 1 H, *J qr1/ens = 11,9 Hz, *J su1en2 = 5,8 Hz, sn1?),
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3,93 (,t“, 1 H, ) yoms = 9,7 Hz, ™y = 9,2 Hz, H-3), 3,72 (dd, 1 H, J suajsns =
11 Hz, *) spjsns = 5,5 Hz, sn3), 3,51 — 3,58 (m, 2H, H-5, sn3), 3,47 (dd, 1 H,”J .
yh2 = 3,7 Hz, *Jyams = 9,7 Hz, H-2), 3,33 (t, 1 H, ) = 9,2 Hz, H-4), 2,95 (dd, 1
H, > wepes = 13,1 Hz, *J s = 2,1 Hz, H-6), 2,71 (dd, 1 H, %) .. = 13,1 Hz, )
wsme = 6,1 Hz, H-6%), 2,25 — 2,40 (m, 4 H, 2x(~CH,—~(CH,);5~CHs), 1,65 — 1,83
(m, 4 H, 2x(~CH,—~CH,—(CH,)1,~CH3), 1,10 — 1,40 (m, 48 H, 2x(—~CH,~CH,—
(CH,)1,—CHs), 0,86 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CHs))

1,2-Diocteoyl-3-O-(6"-amino-2°,3°,4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a11-D8)

Die Synthese und die Reinigung von 0,43 g (0,54 mmol) a10-D8 erfolgten in gleicher Weise wie fir

all beschrieben.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,42 g (79 %)
CasHesNOg BnO °
BnO

776,01 g/mOl OBn ? c7H15
0,59
M+H all-D8
776,4747

[a]% = + 42,68°

(c =3,28x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

& =7,24 —7,35 (m, 15 H, 3x(-C¢Hs)), 5,20 — 5,24 (m, 1 H, sn2), 4,95 und 4,79
(d, 2 H, %) = 10,8 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,86 und 4,60 (d, 2 H, ?J = 11,1 Hz, —CH,~
CeHs), 4,72 und 4,61 (d, 2 H, *J = 12,1 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,69 (d, 1 H, *Jy1n =
3,7 Hz, H-1), 4,40 (dd, 1 H, *Jenyssnz = 6 Hz, *J sn1jsnr = 12,1 Hz, *Jen1/sna = 3,7 Hz,
sni), 4,18 (dd, 1 H, *J q1/enr = 12,1 Hz *Jgn1jsn2 = 3,7 Hz, sn1’), 3,94 (“t”, 1 H, *)=
9,3 Hz, H-3), 3,73 (dd, 1 H, ) sn3/sns = 10,7 Hz, *Jnpens = 5,8 Hz, sn3), 3,50 —
3,55 (m, 2 H, H-5, sn3’), 3,47 (dd, 1 H, *Jy.1n2 = 3,7 Hz, *Jyams = 9,7 Hz, H-2),
3,34 (dd, 1 H, *Jyams = 9,7 Hz, *Jyapms = 8,9 Hz, H-4), 2,93 (dd, 1 H, *Jy.sme =
2,8 Hz, *) yepme = 13,4 Hz, H-6), 2,70 (dd, 1 H, *Jy.s/me = 6,1 Hz, °J ygpe = 13,4
Hz, H—6'), 2,25 — 2,31 (m, 4 H, 2x(~CH,—~(CH,)s—CHs), 1,55 — 1,62 (m, 4 H, 2x(-
CH,—CH,—~(CH,),~CHs), 1,19 — 1,31 (m, 20 H, 2x(—(CH,),~(CH,)s—CHs), 0,84 —
0,87 (m, 6 H, 2x(—CH5))
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1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6°-amino-2",3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy- 3-D-glucosyl)-sn-glycerol (B11)

Die Darstellung und die Reinigung von B11 erfolgten analog der Verbindung all unter Verwendung

von 0,22 g (0,21 mmol) R10.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,17 g (82 %) 5
Ce2Hg7NOq ; 0 ot

1000,45 g/mol Bn0 ~ 0\/’\/0\H/C15H31
0,67

M+H
R11

000,7247

[a]?3 = + 5,40° (c=0,81 x10° g/ml in CHCL;)

500 MHz

6=7,22-7,31(m, 15 H, 3x(-C¢Hs)), 3,31 — 4.91 (m, 18 H, sn2, 3x( —CH,—
CeHs), H-1, sn1, sn1‘, sn3, H-2, H-4, sn3‘, H-3, H-5, H-6, H-6°), 2,16 — 2,29 (m,
4 H, 2x(—CH,—(CH,)13—CH3), 1,49 — 1,63 (m, 4 H, 2x(—CH,—CH,—(CH,),,—CHs),
1,17 - 1,29 (m, 48 H, 2x(—CH,—CH,—(CH,):,—CHs), 0,86 (t, 6 H, ) = 6,9 Hz, 2x(—

CH;))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6"-amino-2°,3",4°-tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-galactosyl)-sn-glycerol (a11Ga)

Fir die Darstellung und die Reinigung von allGa wurden 0,53 g (0,516mmol) al0Ga nach gleicher

Vorschrift wie all behandelt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,29 g (56,2%) OBn _NH,

o
CeaHssNOs - 2 A
1000,45 g/mol OB“O\/\/O”’ N -
0,51 Y
M+H ’
1000,7229 allGa

[a]%3 = +17,76°

(c =28,16x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

6=7,24-7,40 (m, 15 H, 3x(-CsHs)), 5,24 — 5,29 (m, 1 H, sn2), 4,96 und 4,64
(d, 1 H, 2 = 11,7 Hz, —-CH,—C¢Hs), 4,86 und 4,74 (d, 1 H, %) = 11,7 Hz, —CH,—
CeHs), 4,80 und 4,65 (d, 2 H, %) = 12,1 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,82 (d, 1 H, *) yym =
3,7 Hz, H-1), 4,35 (dd, 1 H, *J snijens = 12,1 Hz, *J n1/6n2 = 3,7 Hz, sn1), 4,17 (dd,
1 H, " snijent = 12,1 Hz, *) gn1/6n2 = 6,2 Hz, sn1°), 4,04 (dd, 1 H, ) a2 = 3,7 Hz,
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*J wagms = 9,9 Hz, H-2), 3,90 (dd, 1 H, *J yopms = 9,9 Hz, *) 3w = 2,6 Hz, H-3),
3,84 —3,85 (m, 1H, H-4), 3,73 (dd, 1 H, ") sn3en3 = 11 Hz, > snpjsns = 5,5 Hz, sn3),
3,60 — 3,63 (m, 1H, H-5), 3,58 (dd, 1 H, *J s3/6n3 = 10,6 Hz, *J gnoen3 = 5,9 Hz,
sn3*), 2,89 (dd, 1 H, *J yeme = 12,8 Hz, *) 6 = 7,3 Hz, H-6), 2,64 (dd, 1 H,J .
o/ = 12,8 Hz, *) sme = 5,7 Hz, H-6°), 2,25 — 2,30 (m, 4 H, 2X(—CH,—~(CH,) 15—
CHs), 1,55 — 1,63 (m, 4 H, 2x(~CH,~CH,—(CH,);,—CHs), 1,21 — 1,33 (m, 48 H,
2X(~CH,—CH,—(CH,)1,—CHs), 0,88 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CHs))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6 -amino-2°,3°,4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-3-D-galactosyl)-sn-glycerol (811Ga)

Es wurden 0,32 g (0,31mmol) der Verbindung 810Ga nach gleicher Vorschrift wie all umgesetzt und

gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:
'H-NMR (CDCl5):

0,17 g (54,8%) -
Ce2Ho7NOg OBn _NH; . Q)J\ Coctly
1000,45 g/mol 8o O A O CisHn
OBn \n/
0,40 0
M+H
R11Ga
1000,7225
[a]?3 = - 2,00° (c =29,93x10° g/ml in CHCl,)
500 MHz

6=7,25-7,38 (m, 15 H, 3x(-CgHs)), 5,23 — 5,27 (m, 1 H, sn2), 4,96 und 4,68
(d, 1 H, % =11,7 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,91 und 4,75 (d, 1 H, *J = 11 Hz, —CH,—C¢Hs),
4,80 und 4,73 (d, 2 H, %) = 12,1 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,40 (dd, 1 H, *J sn1jsny = 12,1
Hz, *J sn1jsn2 = 3,3 Hz, sn1), 4,35 (d, 1 H, ) yamo = 7,7 Hz, H-1), 4,22 (dd, 1 H, °J
sn1jsnt = 12,1 Hz, > 16n2 = 7 Hz, sn17), 4,00 (dd, 1 H, %) sn3/sns = 10,6 Hz, *J g2/5n3
= 4,4 Hz, sn3), 3,82 (dd, 1 H, *) y.1n2 = 7,7 Hz, *) yoms = 9,9 Hz, H-2), 3,75 (,,d“,
1H, ) =2,6 Hz, H-4), 3,69 (dd, 1 H, *J ¢n3/6n3 = 10,6 Hz, *J n2/en3 = 5,5 Hz, sn3"),
3,52 (dd, 1 H, *) yoms = 9,9 Hz, *J yams = 2,9 Hz, H-3), 3,28 — 3,31 (m, 1H, H-
5), 3,01 (dd, 1 H, *J ye/me = 12,8 Hz, *) .56 = 7,7 Hz, H-6), 2,65 (dd, 1 H, *J y.¢/m-
6= 13,2 Hz, *J 56 = 4,8 Hz, H-6°), 2,23 — 2,30 (m, 4 H, 2x(—~CH,—(CH,);5—CH3),
1,54 — 1,62 (m, 4 H, 2x(~CH,~CH,—~(CH,);,—CH3), 1,23 — 1,33 (m, 48 H, 2x(-
CH,—CH,—(CH,)1,—CH3), 0,88 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CHs))
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1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6"-amino-2°,3",4°-tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-mannosyl)-sn-glycerol (a11M)

Es wurden 0,70 g (0,68mmol) der Verbindung al0M nach gleicher Vorschrift wie all umgesetzt und

gereinigt.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,62 g (91 %)

NH,
OBn 0

C62H97N09 BnO —0
BnO

1000,45 g/mol '
0 ' ¢} CysH
~ N \”/ 15Hs1

[SELE

0,54
M+H

1000,7247 allM

[a]? = +17,90° (c=17,9x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 =7,24 7,34 (m, 15 H, 3x(-C¢Hs)), 5,12 — 5,16 (m, 1 H, sn2), 4,95 (d, 1 H, )
= 11 Hz, —CH;~CeHs), 4,77 (,5“, 1 H, H-1), 4,76 (d, 1 H, %) = 12,2 Hz, —CH,—
CeHs), 4,60 — 4,68 (m, 4 H, 4x( —CH,—~CgHs)), 4,30 (dd, 1 H, %) s1/sn1- = 11,9 Hz, °)
s1jsn2 = 3,1 Hz, sn1), 4,06 (dd, 1 H, *J qaijens = 11,9 Hz, *J sn1en2 = 6,1 Hz, sn1Y),
3,85 — 3,87 (m, 1 H, H-3), 3,68 — 3,79 (m, 3H, H-2, H-4, sn3), 3,46 — 3,50 (m,
2H, H-5, sn3), 2,99 (,d“, 1 H, ) ygme = 13,4 Hz, H-6), 2,82 (dd, 1 H, ) yy6/n6 =
13,4 Hz, ®) ysme = 6,7 Hz, H-6°), 2,26 — 2,30 (m, 4 H, 2x(~CH,—~(CH,)15—CHs),
1,54 — 1,65 (m, 4 H, 2x(~CH,~CH,—(CH,);,—CH3), 1,20 — 1,32 (m, 48 H, 2x(-
CH,—~CH,—(CH,)1,—CHs), 0,88 (t, 6 H, J = 7 Hz, 2x(~CH))

1,2-Dipalmitoyl-3-0-(6 -amino-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-3-D-mannosyl)-sn-glycerol (311 M)

Es wurden 0,74 g (0,72mmol) der Verbindung B10M nach gleicher Vorschrift wie all umgesetzt und

gereinigt.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,59 g (82 %)
NH, |

Ce2Ho7NOg 0Bn o

BnO —0,
1000,45 g/mol Bno
0,49

M+H g11M

1000,7240

[a)*} = - 10,39° (c = 7,7x10 g/ml in CHCI5)
500 MHz
6=7,25-7,32 (m, 15 H, 3x(-CgHs)), 5,24 — 5,28 (m, 1 H, sn2), 4,91 und 4,59

(d, 2 H, % = 10,7 Hz, —-CH,—C¢Hs), 4,90 und 4,77 (d, 2 H, %) = 12,2 Hz, —CH,—
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CeHs), 4,50 und 4,44 (d, 2 H, %) = 11,7 Hz,~CH,—C¢Hs), 4,39 (,,s“, 1 H, H-1), 4,31
(dd, 1 H, % sisens = 12,2 Hz, *J gn1jen2 = 3,7 Hz, sn1), 4,18 (dd, 1 H, *J snijens = 12,2
Hz, *) sn1ysn2 = 6,1 Hz, sn1*), 3,97 (dd, 1 H, *J sn3/sn3 = 11 Hz, > gn36n2 = 5,2 Hz,
sn3), 3,88 (,d“, 1 H, *) yoms = 2,4 Hz, H-2), 3,71 (t, 1 H, *) = 9,6 Hz, H-4), 3,63
(dd, 1 H, % gn3jens = 11 Hz, ) n36n2 = 5,2 Hz, sn3), 3,48 (dd, 1 H,*) yopms = 2,4
Hz, *J yapms = 9,2 Hz, H-3), 3,15 — 3,20 (m, 1 H, H-5), 3,06 (dd, 1 H, *J y.eme =
13,1 Hz, *) ysme = 2,4 Hz, H-6), 2,87 (dd, 1 H, *J yeme = 13,1 Hz, *) s = 7,9
Hz, H-6), 2,26 — 2,30 (m, 4 H, 2x(—~CH,—~(CH,):3~CHs), 1,56 — 1,59 (m, 4 H, 2x(~
CH,~CH,—(CH,)1,—CHs), 1,20 — 1,30 (m, 48 H, 2x(~CH,—CH,—(CH,);,—CHs), 0,86
(t, 6 H, ) = 6,7 Hz, 2x(~CHs))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-2°,3°,4 -tri-O-benzyl-6 "-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol

(a12)

0,2 g (0,2 mmol) von a1l wurden in 10 ml CHCI; gelést und nacheinander 0,05 g (0,2 mmol)

Palmitinsaure, 0,10 g (0,2 mmol) PyBOP und 5 Tropfen TEA zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde

fir 20 h bei RT gerihrt. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und Gber Na,SO,

getrocknet. Nach Einengen am Rotationsverdampfer erfolgte die sdulenchromatographische

Aufreinigung mit einer Heptan/Ether-Mischung steigender Polaritit und unter Zusatz von TEA.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 4):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0.17 g (87 %)
C7sH127NO1g

NH CysH3p
1238,84 g/mol BnO 0

Y CisH3g

0,74 OBno : o CysH
NN \n/ 15731

M+Na
1238,9519 al2

[a]’? = +13,57°

(c =10,32x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

& = 7,25 — 7,33 (m, 15 H, 3x(—C4Hs)), 5,60 — 5,62 (m, 1 H, -NH-CO-), 5,18 —
5,22 (m, 1 H, sn2), 4,94 und 4,80 (d, 2 H, °J = 10,8 Hz, —-CH,~C4Hs), 4,82 und
4,61 (d, 2 H, °) = 9,7 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,74 und 4,61 (d, 2 H,°) = 11,9 Hz,~CH,—
CeHs), 4,68 (d, 1 H, ) im2 = 3,6 Hz, H-1), 4,30 (dd, 1 H, *J sn1/sn1- = 11,9 Hz, °J
en1/sn2 = 3,6 Hz, sn1), 4,17 (dd, 1 H, *J q1/ens = 11,9 Hz, *J sn1en2 = 6,1 Hz, sn19),
3,93 (t, 1 H, ) = 9,4 Hz, H-3), 3,63 — 3,77 (m, 3 H, H-5, H-6, sn3), 3,55 (dd, 1
H, %) sn3/sn3' = 11,2 Hz, *) sn3en2 = 5,4 Hz, sn37), 3,45 (dd, 1 H, *) y.1n2 = 3,6 Hz, °J

wams = 9,4 Hz, H-2), 3,33 (m, 1 H, H-6°), 3,26 (t, 1 H, >J = 9,4 Hz, H-4), 2,25 -
91
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2,29 (m, 4 H, 2x(~CO—CH,—(CH,)15~CHs), 2,07 — 2,10 (m, 2 H, -NH-CO-CH,—
(CH,)15—CHs), 1,54 — 1,60 (m, 6 H, 3x(~CO—CH,—CH,—(CH,):,—CHs), 1,22 —1,30
(m, 72 H, 3x(—~CH,—CH,—(CH,)1,~CH;), 0,86 (t, 9 H, J = 7 Hz, 3x(~CH5))

1,2-Diocteoyl-3-O-(N-octeoyl-6 -amino-2°,3°,4 -tri-O-benzyl-6 "-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol
(a12-D8)

Flr die Acylierung wird 0,15 g (0,19 mmol) von Verbindnung a11-D8 in 25 ml CH,Cl, gel6st. Zu dieser
Losung wurden nacheinander 0,03 g (0,193 mmol) Caprylsaure, 0,10 g (0,193 mmol) PyBOP und 5
Tropfen TEA zugegeben. Die Losung wurde fiir 20 h bei RT gerihrt. Die organische Phase wurde im
Anschluss mit Wasser gewaschen, liber Na,SO, getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das Produktgemisch wurde saulenchromatographisch unter Verwendung eines

Heptan/Ether-Gemischs steigender Polaritit und Zugabe von TEA gereinigt.

Ausbeute: 0,17g (95%) 0

Summenformel: Cs4H7gNO1, NH CrHis

Molare Masse: 902,21 g/mol Bnosno ) o o

R (LM 4): 0,65 o 0\/§\/o7\1[5]/c7H15
MS: M+H o)
HR-MS: 924,5609 a12-D8

Spezifische Drehung:  [a]% = + 61,54°
(c =3,75x10° g/ml in CHCl5)

'H-NMR (CDCl5): 500 MHz
& = 7,23 — 7,34 (m, 15 H, 3x(~C4Hs)), 5,60 — 5,63 (m, —CH,~NH-CO-), 5,19 —
5,23 (m, 1 H, sn2), 4,95 und 4,81 (d, 2 H, %) = 10,8 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,83 und
4,62 (d, 2 H, ) = 10,4 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,74 und 4,61 (d, 2 H, 2 = 11,9 Hz, —
CH,—CgHs), 4,69 (d, 1 H, *Jyama = 3,4 Hz, H-1), 4,39 (dd, 1 H, %) ¢u1/enr = 11,9
Hz, *Jn1jen2 = 3,7 Hz, sn1), 4,17 (dd, 1 H, *J n1/snr = 11,9 Hz, *Jgn1/6n2 = 6 Hz, sn1°),
3,94 (“t”, 1 H, *)= 9,3 Hz, H-3), 3,64 — 3,77 (m, 3 H, H-6', sn3, H-5), 3,56 (dd,
1 H, Jensjsny = 11 Hz, *Jnosens = 5,5 Hz, sn3’), 3,45 (dd, 1 H, *Jyqm2 = 3,4 Hz, *Jyy.
i3 =9,7 Hz, H-2), 3,33 (td, 1 H, *Jus/me = 4 Hz, ) ygme = 13,7 Hz, *Jygmn= 7,6
Hz, H-6), 3,26 (dd, 1 H, *Jya.4= 9,6 Hz, 2 jasm.s = 9 Hz, H-4), 2,26 — 2,30 (m, 4
H, 2x(—CH,—(CH,)s—CHs), 2,08 — 2,11 (t, 2 H, *) = 7,6 Hz, (-NH-CO—CH,—(CH,)s—
CHs), 1,56 — 1,68 (m, 6 H, 3x(~CH,~CH,—~(CH,),~CH;)), 1,22 — 1,30 (m, 24 H,
3x(=(CH,),—~(CH5)4—CHs), 0,84 — 0,89 (m, 9 H, 3x(~CH5))
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1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-[3-D-glucosyl)-sn-glycerol

(B12)

Die Darstellung und die Reingigung von B12 erfolgten analog der Umsetzung von al2 unter

Verwendung von 0,10 g der Verbindung B11.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

Rf (LM 4):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:
'H-NMR (CDCl5):

0,11 g (85%) f o
NH CisHay )J\
C78H127N010 Bno/&/ Q SELE
n 0 : 0 [SELET
1238,84 g/mol e o Y
o
0,74
M+Na R12
1238,95328

[a]2 = - 4,67° (c = 6,43x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

& = 7,19 — 7,29 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 6,13 — 6,16 (m, 1 H, -NH-CO-), 5,18 —
5,23 (m, 1 H, sn2), 4,84 (d, 1 H, %) = 11 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,81 und 4,63 (d, 2 H,
?) = 11,7 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,72 — 4,74 (m, 2 H,~CH,~C¢Hs), 4,58 (d, 1 H, ) =
11,7 Hz, —CH,~CgHs), 4,40 (dd, 1 H, % snijens = 12,1 Hz, *J sn1/en2 = 2,9 Hz, snl),
4,33 (d, 1 H,*) yaym2 = 8,1 Hz, H-1), 4,10 (dd, 1 H, 2 sn1/sn1 = 12,1 Hz, *) g1/enz =
7,0 Hz, sn1), 3,23 — 3,81 (m, 8 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-6", sn3, sn3’),
2,19 - 2,25 (m, 4 H, 2x(~CO~CH,~(CH,)15~CHs), 2,12 — 2,16 (m, 2 H, -NH-CO-
CH,—(CH,)15~CHs), 1,50 — 1,59 (m, 6 H, 3x(~CO~CH,~CH,~(CH,);,~CH3), 1,16 —
1,25 (m, 72 H, 3x(~CH,~CH,~(CH,)1,~CH;), 0,81 (t, 9 H, J = 7 Hz, 3x(~CH5))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-galactosyl)-sn-glycerol

(a12Ga)

Flr diesen Ansatz wurden 0,20 g (0,2 mmol) von allGa in 25 ml CH,Cl, gelést und mit 0,051 g

Palmitinsdaure und 0,104 g PyBOP versetzt. Die Umsetzungsbedingungen und die Aufarbeitung des

Produkts erfolgten in gleicher Weise wie bei der Verbindung all.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
Rf (LM 4):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

0,16 g (64 %) S

CrgH127NO10 0Bn NH/U\C15H31 0
1238,84 g/mol 0
BnO
0,58 " \&Om' ?)kcm"‘ﬁ
0 : o] CysH
M+Na N~ N Y 15131
1238,9514 ?

al2Ga

[a]’) =+17,91°
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'H-NMR (CDCl5):

(c = 25,68x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 = 7,26 — 7,40 (m, 15 H, 3x(=C¢Hs)), 5,36 — 5,38 (m, 1 H, -=NH—-CO), 5,20 —
5,24 (m, 1 H, sn2), 4,97 und 4,63 (d, 2 H, %) = 11,7 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,87 und
4,74 (d, 2 H, %) = 11,7 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,81 (d, 1 H, *J .12 = 3,7 Hz, H-1), 4,79
und 4,65 (d, 2 H, ’J = 11,7 Hz, —CH,—C¢Hs), 4,35 (dd, 1 H, *J sn1/sn1- = 12,1 Hz, )
en1/sn2 = 3,3 Hz, sn1), 4,16 (dd, 1 H, %) q1/ens = 12,1 Hz, *J sn1en2 = 6,2 Hz, sn19),
4,02 (dd, 1 H, *) a2 = 3,3 Hz, *) yaps = 10,3 Hz, H-1), 3,89 (dd, 1 H, *) yopms =
10,3 Hz, ®) yajma = 2,2 Hz, H-3), 3,79 — 3,80 (m, 1 H, H-4), 3,73 -3,76 (m, 1 H,
H-5), 3,66 (dd, 1 H, ) 4n3/6n3- = 10,6 Hz, *J snp/sn3 = 5,5 Hz, sn3), 3,56 (dd, 1 H, %)
sn3jsnz = 10,6 Hz, > sna/ena = 5,5 Hz, sn3), 3,39 — 3,45 (m, 1 H, H-6), 3,19 — 3,24
(m, 1 H, H-6),2,25 — 2,30 (m, 4 H, 2x(-0-CO-CH,-)), 1,94 — 1,97 (m, 2 H, —
NH-CO—CH,-), 1,57 — 1,61 (m, 4 H, 2x(~O—CO-CH,~CH,—(CH,);,—CH3), 1,47 —
1,52 (m, 2 H, =NH=CO—CH,—CH,—(CH,)1,~CH3), 1,23 — 1,40 (m, 72 H, 3x(~CH,—
CH,—(CH,)1,—CHs)), 0,88 (t, 9 H, J = 7 Hz, 3x(~CH;))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-[3-D-galactosyl)-sn-glycerol

(R12Ga)

0,10 g (0,12 mmol) von B11Ga wurden in CH,Cl, gelost und mit 0,026 g (0,1 mmol) Palmitinsdure und

0,052 g PyBOP umgesetzt. Die Umsetzung und die Aufarbeitung erfolgten in gleicher Weise wie von

all.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:

R (LM 4):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:
'H-NMR (CDCl5):

0,084 g (68 %) 0

CrsH127NOyg 0B NH Cugty J\

1238,84 g/mol Bno&/o\/?\/sm CisHa
0,58 o \[.J/
M+Na

1238,9523 812Ga

[a]’s = - 2,87° (c =10,8x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

& = 7,19 — 7,62 (m, 15 H, 3x(~CgHs)), 5,67 — 5,71 (m, 1 H, -NH-CO), 5,19 -
5,23 (m, 1 H, sn2), 4,89 und 4,59 (d, 2 H, °J = 11,7 Hz, -CH,—C¢Hs), 4,81 (d, 1
H, %) = 11 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,73 (d, 1 H, °) = 12,1 Hz, —CH,~C¢Hs), 4,63 — 4,69
(m, 2 H, =CH;—CgHs), 4,34 (dd, 1 H, %) saijsn1- = 12,1 Hz, *) q1jsn2 = 2,6 Hz, snl),
4,22 (d, 1 H, )y = 7,7 Hz, H-1), 4,14 (dd, 1 H, *J snyjen- = 12,1 Hz, ) snyjenz =
7 Hz, sn1), 2,63 — 3,76 (m, 4 H, H-2, H-4, sn3, sn3‘), 3,31 — 3,42 (m, 3 H, H-3,
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H-5, H-6), 3,15 — 3,20 (m, 1 H, H-6'), 2,18 — 2,24 (m, 4 H, 2x(—~0-CO-CH,-)),
1,96 (t, 2 H, ) = 7,5 Hz, -NH-CO—CH,-), 1,42 — 1,55 (m, 6 H, 3x(~CO-CH,—
CHy—(CH,)1,—CH3)), 1,15 — 1,25 (m, 72 H, 3x(~CH,—CH,—(CH,),,—CHs)), 0,81 (t, 9
H, J = 7 Hz, 3x(~CH5))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-a-D-mannosyl)-sn-glycerol

(a12M)

0,49 g (0,49 mmol) von a11M wurden analog der Verbindung a1l umgesetzt und gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 4):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,49 g (81 %)
C78H127N()10

NH CysHsg
1238,84 g/mol 6o 720 2
BnO

0,68 9
o\/\/ o\”/ CisHsy

[SELE
M+Na

1260,9343 o12M

[a]% = +52,17°

(c =2,3x10° g/ml in CHCl5)
500 MHz

& = 7,25 — 7,35 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 5,76 — 5,79 (m, 1 H, -NH-CO), 5,10 -
5,13 (m, 1 H, sn2), 4,83 (d, 1 H, *J = 10,4 Hz, —CH;—C¢Hs), 4,76 (d, 1 H, %) =
12,4 Hz, —CH;~C¢Hs), 4,74 (,s“, 1 H, H-1), 4,65 (d, 1 H, %) = 11,8 Hz, —CH,~
CeHs), 4,59 — 4,62 (m, 3 H, —CH,—C¢Hs), 4,28 (dd, 1 H, %) g1/en1 = 11,9 Hz, °J
sn1/sn2 = 3,4 Hz, sn1), 4,03 (dd, 1 H, %) qr1/ens = 11,9 Hz, ) sn1en2 = 6,1 Hz, sn19),
3,80 — 3,89 (m, 2 H, H-3, H-6), 3,74 (,t“, 1 H, ) = 9,5 Hz, H-4), 3,67 — 3,70
(m, 2 H, H-2, sn3), 3,49 (dd, 1 H, *J sn3/sn3 = 10,7 Hz, *) cnpjens = 5,2 Hz, sn37),
3,58 — 3,61 (m, 1 H, H-5), 3,32 —3,36 (m, 1H, H-6), 2,39 (m, 2 H, ~NH-CO-
CH,-), 2,24 (m, 4 H, 2x(-0-CO-CH,-)), 2,06 — 2,09 (m, 2 H, -NH-CO-CH,—
CH,—(CH,)1,~CH3), 1,91 — 1,98 (m, 4 H, 2x(—O—CO—CH,~CH,—~(CH,)1,—CHs),
1,21 - 1,82 (m, 72 H, 3x(~CH,—CH,—~(CH,)1,~CHs)), 0,86 (t, 9 H, J = 7 Hz, 3x(-
CHs))
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1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-2°,3",4 -tri-O-benzyl-6 -deoxy-3-D-mannosyl)-sn-glycerol

(B12Mm)

0,42 g (0,42 mmol) von 311M wurden analog der Verbindung a1l umgesetzt und gereinigt.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 4):

MS:

HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

0,41 g (79 %) o
|

C78H127N010 NH CisHsy 1

OEO 9 [STLET
1238,84 g/mol e O~ o\n/clsHal
0,68 o
M+Na

B12mM

1260,9343

[a]’ = +9,30° (c = 4,3x10” g/ml in CHCl,)

500 MHz

& = 7,24 — 7,41 (m, 15 H, 3x(~C¢Hs)), 6,28 — 6,30 (m, 1 H, -NH-CO), 5,25 —
5,29 (m, 1 H, sn2), 4,87 und 4,86 (d, 1 H, °J = 12,1 Hz, —-CH,~C¢Hs), 4,76 und
4,63 (d, 1 H, 2J = 10,3 Hz, -CH,~C¢Hs), 4,53 und 4,48 (d, 1 H, 2 = 12,1 Hz, —
CH,—CeHs), 4,35 — 4,37 (m, 2 H, H-1, sn1), 4,17 (dd, 1 H, *J n1/en1- = 12,1 Hz, )
sn1sn2 = 6,6 Hz, sn1%), 3,86 (,d“, 1 H, *) yams = 2,2 Hz, H-2), 3,82 (dd, 1 H, %)
sn3jsnz = 10,6 Hz, *J go/ens = 4,4 Hz, sn3), 3,57 — 3,72 (m, 4 H, H-4, H-6, H-6',
sn3‘), 3,44 — 3,48 (m, 1 H, H-3), 3,28 — 3,32 (m, 1 H, H-5), 2,26 — 2,31 (m, 4 H,
2x(~0-CO-CH,-)), 2,15 — 2,18 (m, 2 H, -NH-CO-CH,-), 1,53 — 1,59 (m, 6 H,
3x(~CO~CH,~CH,—(CH,)1,—CHs)), 1,20 — 1,28 (m, 72 H, 3x(~CH,~CH,~(CH,)1—
CHs)), 0,86 (t, 9 H, J = 7 Hz, 3x(—CH;))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a13)

Fur die Hydrierung wurden 124 mg (0,1 mmol) von Verbindung a12 in 50 ml eines THF/Isopropanol-

Gemischs (9:1) gelost und mit 240 mg Pd(OH), versetzt. Die Hydrierung erfolgte in einer

Hydrierapparatur bei einem Druck von 5 bar und RT. Nach 24 h wurde die Hydrierung abgebrochen,

Pd(OH), abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde

sdulenchromatographisch mit einem CHCls/Methanol-Laufmittelgemisch und Zusatz von TEA

gereinigt.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

o]
92 mg (95 %) NH CisHsy
HO Q
C57H109N010 HO
OH ? [SELEN
968,48 g/mol O\/E\/O\H/CﬁHSi
0,50 o)
M+Na 13
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HR-MS:

Spezifische Drehung:

'H-NMR (CDCl5):

B3C.NMR:

968,8121

[a)% = +12,38°

(c =0,32x10° g/ml in CHCl5)

500 MHz

8 =5,85—5,89 (m, 1 H, -NH—CO), 5,19 - 5,23 (m, 1 H, sn2), 4,78 (d, 1 H, *J ..
yh2 = 3,7 Hz, H-1), 4,36 (dd, 1 H, *J /sn1- = 11,8 Hz, *J sn1/en2 = 4,0 Hz, sn1),
4,11 (dd, 1 H, % sn1jen1 = 11,8 Hz, *) sn16n2 = 5,7 Hz, sn1?), 3,97 — 4,03 (m, 1 H,
H—6), 3,77 (dd, 1 H, %) 13/6n3- = 10,7 Hz, *) snpjsn3 = 4,4 Hz, sn3), 3,71 (t, 1 H, ) =
9,4 Hz, H-3), 3,61 (dd, 1 H, *J sn3/sn3 = 10,7 Hz, *J n3/n2 = 6,0 Hz, sn37), 3,54 —
3,57 (m, 1H, H-5),3,46 (dd, 1 H,?) yam2 = 3,7 Hz, *) yoms = 9,4 Hz, H-2), 3,08
(t, 1 H, *) = 9,4 Hz, H-4), 3,00 — 3,04 (m, 1 H, H-6"), 2,27 — 2,30 (m, 4 H, 2x(~
0-CO-CH,-)), 2,21 - 2,24 (m, 2 H, -NH-CO-CH,-), 1,55 — 1,63 (m, 6 H, 3x(~
CO-CH,—CHy—(CH,)1,~CHs)), 1,21 — 1,31 (m, 72 H, 3x(~CH,~CH,—~(CH>)1,~CH3)),
0,86 (t, 9 H, J = 7,0 Hz, 3x(~CHs))

CDCls:

8 = 175,7; 173,4; 173,1 (-CO-), 99,4 (C1), 73,1 (C3), 72,4 (€2), 71,1 (C5), 69,9
(C4), 69,8 (sn2), 66,9 (sn3), 62,1 (sn1), 39,7 (C6), 36,4 (-NH-CO—CH,-), 34,2;
34,1 (-CO—-CH,-), 31,9; 29,1 — 29,7; 22,7 (=(CH,)1,~CHs), 24,9 ; 22,7 ((-CO-
CH,—CH,-), 14,1 (CH)

1,2-Diocteoyl-3-O-(N-octeoyl-6 -amino-6"-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a13-D8)

Die Bedingungen fiir die Hydrierung fir die Umsetzung von 30 mg (0,033 mmol) von al2-D8

entsprachen denen von Verbindung al2. Die Reinigung der Endverbindung erfolgte mit einem

CHCl3/Methanol-Gemisch steigender Polaritat und Zugabe von TEA.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R (LM 5):

MS:

HR-MS:

'H-NMR (CDCl5):

20 mg (96 %)
C33H61N()10

NH CoHys

631,84 g/mol HO Q

o CsHss
O\/;\/OYQHH

(0]

0,40 OH
M+Na
654,41877 al3-D8

500 MHz

§=5,88—-5,93 (m, 1 H, -CH,~NH—CO-), 5,19 — 5,23 (m, 1 H, sn2), 4,78 (d, 1 H,
*Jumz = 4 Hz, H-1), 4,36 (dd, 1 H, *J snijsne = 11,9 Hz, Jon1jsn2 = 4 Hz, snl), 4,11
(dd, 1 H, *Jsnassnt = 11,9 Hz, *Jnyjsn2 = 5,9 Hz, sn1’), 3,99 (ddd, 1 H, *Jysme= 2,6

Hz, *Laiss = 8,2 Hz, *) weps = 15 Hz, H=6), 3,77 (dd, 1 H, ) su3/eny = 11
97
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Hz,)sn2/sn3 = 4,8 Hz, sn3), 3,71 (t, 1 H, ®J= 9,5 Hz, H-3), 3,61 (dd, 1 H, *J sn3/en3 =
11 Hz, *Jgnzsenz = 5,9 Hz, sn3’), 3,56 (ddd, 1 H, *Jyams= 9,5 Hz, Jusm.e = 2,6 Hz,
*Juspes = 2,9 Hz, H-5), 3,46 (dd, 1 H, *Jyam2 = 4,0 Hz, *Jyoms = 9,5 Hz, H-2),
3,08 (t, 1 H, *) = 9,5 Hz, H-4), 3,03 (ddd, 1 H, *Jy.spe = 2,9 Hz, *Jyppe = 4,4
Hz, °J yepme = 15 Hz, H-6'), 2,60 (bs, 3 H, 3x(~OH)), 2,27 — 2,31 (m, 4 H, 2x(~
CO—CH,—(CH,)s=CHs), 2,21 — 2,24 (m, 2 H, =NH-CO-CH,—(CH,)s—CH), 1,56 —
1,64 (m, 6 H, 3x(~CH,~CH,—(CH,)s~CHs), 1,22 — 1,30 (m, 24 H, 3x(=(CH,),~
(CH,),—CHs), 0,84 — 0,87 (m, 9 H, 3x(~CHs))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 "-amino-f3-D-glucosyl)-sn-glycerol (R13)

Die Umsetzung und die Aufbereitung von 40 mg (0,032 mmol) B12 erfolgten in gleicher Weise wie fiir

Verbindung a12.
Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

'H-NMR (CDCl5):

28 mg (90 %)

[0}

Cs7H109NO1g NHJl\ClsHsl )J\
o CisHay
968,48 g/mol &y
Ho O\/\/O CysHay
0'47 OH \n/
M+Na
968,81242

R13

500 MHz

8 =6,68—6,72 (m, 1 H, -NH-CO), 5,32 — 5,36 (m, 1 H, sn2), 4,58 (dd, 1 H, *J
sn1jsnt = 11,9 Hz, ) goijen2 = 3,4 Hz, snl), 4,32 (d, 1 H, *J yym = 7,6 Hz, H-1),
3,99 -4,11 (m, 2 H, H-6, sn1), 3,74 — 3,83 (m, 2 H, sn3, sn3*), 3,57 (t, 1 H, ) =
9,2 Hz, H-3), 3,35 (,t“, 1 H,% = 9,2 Hz, H-2), 3,22 — 3,27 (m, 1 H, H-5), 3,13 (t,
1H,% =9,2 Hz, H-4), 3,04 — 3,09 (m, 1 H, H-6), 2,23 — 2,33 (m, 6 H, 3x(-O-
CO—CHy-)), 1,50 — 1,63 (m, 6 H, 3x(~CO-CH,~CH,—(CH,);,~CH3)), 1,20 — 1,31
(m, 72 H, 3x(~CH,—CH,—(CH,)1,~CHs)), 0,86 (t, 9 H, J = 6,7 Hz, 3x(~CHs))
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1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-a-D-galactosyl)-sn-glycerol (a13Ga)

Fur die Hydrierung wurden 0,05 g (0,04 mmol) von al2Ga in 50 ml eines THF/Isopropanol-Gemischs
(9:1) gelost und mit 100 mg Pd(OH), versetzt. Die Hydrierung erfolgte in einer Hydrierapparatur bei
einem Druck von 5 bar und RT. Nach 24 h wurde die Hydrierung abgebrochen, Pd(OH), abfiltriert und
das Losungsmittel am Rotationsverdamper entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch

mit einem CHCl3/Methanol-Laufmittelgemisch und Zusatz von TEA gereinigt.

Ausbeute: 0,038 g (>95 %) 0
Summenformel: Cs7H109NO1g H NH Cysay
Molare Masse: 968,48 g/mol o 9
R¢ (LM 5): 0,39 OH 9 CisHsp
(0] A (0] CicH
~ N 151131

MS: M+Na Y

o
HR-MS: 968,8125 al3Ga
'H-NMR (CDCl5): 500 MHz

§=5,90-5,93 (m, 1 H, -NH—CO), 5,21 — 5,25 (m, 1 H, sn2), 4,86 (d, 1 H, *J ..
yh2 = 3,4 Hz, H-1), 4,30 (dd, 1 H, *J q1/en1 = 11,7 Hz, ) suijen2 = 3,4 Hz, sn1),
4,11 (dd, 1 H, % snjsn1 = 11,7 Hz, *J n16n2 = 5,9 Hz, sn1°), 3,64 — 3,85 (m, 7 H,
H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, sn3, sn3‘), 3,08 — 3,13 (m, 1 H, H-6), 2,28 — 2,32
(m, 4 H, 2x(-0—CO—CH,-)), 2,18 (t, 2 H, J = 7,3 Hz, -NH-CO-CH,-), 1,55 — 1,62
(m, 6 H, 3x(~CO—CH,~CH,—(CH,):,—CHs)), 1,21 — 1,30 (m, 72 H, 3x(~CH,~CH,—
(CH,)1,—-CHs)), 0,86 (t, 9 H, J = 7,3 Hz, 3x(~CHs))

BC-NMR: CDCly:
& = 175,0; 173,5; 173,3 (-€0O-), 100,0 (C1), 70,2 (€2), 70,1 (€3), 69,6 (C5),
69,2(sn2), 68,2 (C4), 67,6 (sn3), 62,2 (sn1), 39,3 (C6), 36,6 (~NH-CO-CH,-),
34,3; 34,1 (-CO-CH,-), 31,9; 29,1 — 29,7; 22,7 (=(CH,)1~CHs), 24,9 ; 22,7 ((-
CO-CH,—CH,-), 14,1 (CHs)
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1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino -6 -deoxy-f3-D-galactosyl)-sn-glycerol (3813Ga)

Die Hydrierung von 17,6 mg (0,014 mmol) der Verbindung B12Ga erfolgte analog der Verbindung

al2. Die Reinigung der Endverbindung wurde mit einem CHCl;/Methanol-Gemisch steigender

Polaritat unter TEA-Zusatz durchgefiihrt.

Ausbeute:

Summenformel:

Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

'H-NMR (CDCl5):

10,63 mg (77,5 %)

C57H109NC)10 H
NH CygHa

968,48 g/mol 0

HO 0\/2\/0 CisHag
0,33 on he

CisHap

(0]
M+Na

990,79577 R13Ga

500 MHz

8§ = 6,28 - 6,32 (m, 1 H, -NH-CO), 5,25 - 5,30 (m, 1 H, sn2), 4,35 (dd, 1 H, )
antjsnt = 11,9 Hz, *J gn1/6n2 = 2,1 Hz, sn1), 4,19 — 4,22 (m, 2 H, H-1, sn17), 3,80 —
3,86 (M, 3 H, H-4, H-6, sn3), 3,73 (dd, 1 H, *J sy3/sn3 = 10,7 Hz, *) snpen3 = 6,7
Hz, sn3"), 3,57 — 3,61 (m, 1 H, H-2), 3,54 (dd, 1 H, *J o3 = 9,2 Hz, *) s =
2,1 Hz, H-3), 3,47 — 3,50 (m, 1 H, H-5), 3,24 — 3,29 (m, 1 H, H-6"), 2,27 — 2,32
(m, 4 H, 2x(-0—CO—CH,-)), 2,22 (t, 2 H, J = 7,3 Hz, -NH-CO-CH,-), 1,56 — 1,62
(m, 6 H, 3x(~CO—CH,~CH,—(CH,):,—CHs)), 1,20 — 1,31 (m, 72 H, 3x(~CH,~CH,—
(CH,)1,—-CHs)), 0,86 (t, 9 H, J = 7 Hz, 3x(~CH5))

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6-deoxy-a-D-mannosyl)-sn-glycerol (a13M)

Die Darstellung und die Aufreinigung von Verbindung a13M erfolgten analog der Darstellung von

Verbindung a13.

Ausbeute:
Summenformel:
Molare Masse:
R¢ (LM 5):

MS:

HR-MS:

'H-NMR (CDCl5):

10,6 mg (27 %)
Cs7H109NO10

NH CisHa
968,48 g/mol H Q
0,49 HO 0 CisHap

o A

980,7900 ©
al3M

500 MHz

8 = 6,04 — 6,07 (m, 1 H, -NH-CO), 5,15 — 5,18 (m, 1 H, sn2), 4,77 (,s*, 1 H, H-
1), 4,30 (dd, 1 H, *J gn1jen1 = 11,7 Hz, *) 162 = 3,9 Hz, sn1), 4,10 (dd, 1 H, °J
sn1jsnt = 11,7 Hz, *) 1602 = 5,9 Hz, sn1’), 4,01 — 4,06 (m, 1 H, H-6), 3,95 (,d“, 1
H, % =2,6 Hz, H-2), 3,84 (dd, 1 H, *J yoms = 2,9 Hz, *J yaps = 9,3 Hz, H-3),
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3,73 (dd, 1 H, ") sn3en3 = 10,7 Hz, *) gnajen3 = 4,9 Hz, sn3), 3,56 (dd, 1 H, ) sn3/en3 =
10,7 Hz, *J 4noen3 = 5,4 Hz, sn3*), 3,50 3,53 (m, 1 H, H-5), 3,43 (t, 1H,*=9,3
Hz, H-4), 2,98 — 3,03 (m, 1 H, H-6), 2,22 — 2,30 (m, 6 H, 3x(~CO—-CH,-)), 1,55
- 1,64 (m, 6 H, 3x(~CO—CH,~CH,—(CH,);,~CHs), 1,21 — 1,30 (m, 72 H, 3x(-
CH,—CH,—(CH,)1,—CHs)), 0,86 (t, 9 H, J = 6,8 Hz, 3x(~CHs))

BC-NMR: CDCly:
& = 176,1; 173,3; 173,0 (-€CO-), 100,4 (C1), 71,5 (€2), 69,9 (€3), 69,7 (C5),
66,8(sn2), 66,1 (C4), 66,1 (sn3), 62,3 (sn1), 39,9 (C6), 36,4 (~NH-CO—CH,-),
34,3; 34,1 (-CO-CH,-), 31,9; 29,1 — 29,7; 22,7 (=(CH,)1,~CHs), 25,7; 24,9 (-
CO-CH,—CH,-), 14,1 (CH)

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 "-amino-6-deoxy-f8-D-mannosyl)-sn-glycerol (813 M)
Fir die Hydrierung wurden 35 mg (0,028 mmol) der Verbindung B12M in gleicher Weise wie

Verbindung 012 umgesetzt und gereinigt.

Ausbeute: 19,5 mg (72%) R
Summenformel: Cs7H109NO1g W i
H
Molare Masse: 968,48 g/mol HO —Q g O
HO 0\/\/0 CysHay
R¢ (LM 5): 0,42 \L]/
MS: M+Na
HR-MS: 990,79492
R13M
'H-NMR (CDCl5): 500 MHz

8 =6,69—6,73 (m, 1 H, -NH—CO), 5,30 — 5,34 (m, 1 H, sn2), 4,55 (dd, 1 H,’J
sntjsnt = 12,1 Hz, *J gn16n2 = 2,9 Hz, sn1), 4,50 (%, 1 H, H-1), 3,96 — 4,07 (m, 3
H, H-2, H-6, sn1), 3,76 — 3,84 (m, 2 H, sn3, sn3), 3,59 (dd, 1 H, 3J h-om3 = 2,6
Hz, *J yapma = 9,5 Hz, H-3), 3,48 (t, 1H, *) = 9,5 Hz, H-4), 3,12 — 3,18 (m, 2 H,
H-5, H-6°), 2,24 — 2,32 (m, 6 H, 3x(~CO-CH,-)), 1,55 — 1,64 (m, 6 H, 3x(~CO-
CH,—CH,—~(CH,)1,~CHs), 1,20 —1,31 (m, 72 H, 3x(~CH,—CH,—~(CH,)1,~CHs)), 0,86
(t, 9 H, ) = 7 Hz, 3x(~CH5))
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'H-NMR-Spektren und ESI-Massenspektren der Endverbindungen

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a13)
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10 Anhang

1,2-Diocteoyl-3-O-(N-octeoyl-6 -amino-6"-deoxy-a-D-glucosyl)-sn-glycerol (a13-D8)

Goellner_2495-38_&(BS4

Archive directory: /export/home/vamri/vnmrsys/data
sample directory: auto_l16Sep2009

Pulse Sequence: szpul
Solvent: cdcl3

Temp. 27.0 C / 300.1 K
sample #3, user vnmrl
File: Goellner_2495-98_01
INOVA-500 “max2"

Relax. delay 2.000 sec

8 repetitions
OBSERVE  H1, 489.7608623 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 131072
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10 Anhang

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 "-amino-6°-deoxy-f3-D-glucosyl)-sn-glycerol (813)

Ceellner_4006— i
2z =20 07 heta €023 INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT | INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT
X 3730.574 7.465 4.4 40 433.488 0.879 123.2
Archive qirect ry: /sxport/huma/vnmri/vnmrsys/data 2 3627.219 7.258 753.9 41 432.384 0.865 59.8
BRNDHE A Cak s “atin0ng ShZa 0 3 3126.945 6.257 5.9 a2 421.995 0.844 11.4
Pulse Sequence:|szpul a 2300.717 4.504 5.0
solvent: cdcia s 2282.467 4.587 4.4 .
Temp. 27.0 C /|300.1 K 6 2179.487 4.361 4.0
?@Tp]e #1, user|{vnmrl 7 2169.862 4.342 8.8
ile: Goellner_4#006-07_01 8 2162.376 4.327 9.8
INOYERSRO Hipay 3 2023.041 4.048 6.5
10 2011.048 4.024 7.4
Relax. delay 2
Pules 45,ua§eg “;2 sec 11 2003.486 4.009 4.1
Acq. time .27 sec 1z 1907.770 3.817 10.0
Wioth 00 .3 H 13 1900.131 3.802 10.3
repetition:
OBSERVE 499.7609530 MHz Ly 1734730 pessh S
DATA PROCESSING 15 1789.366 3.580 5.1
Line broadenin 0.5 Hz 16 1785.547 3.573 5.2
T sdze 181072 17 1690.824 3.383 4.9
18 1682.115 3.366 6.5
13 1674.400 3.350 5.6
20 1629.101 3.260 5.9
21 1580.212 3.162 4.3
22 1571.274 3.144 6.6
23 1561.726 3.125 6.2
24 1552.483 3.106 6.1
25 1531.393 3.064 4.0
26 1171.148 2.343 11.8
27 1163.660 2.328 22.86
28 1156.098 2.313 22.5
28 1150.139 2.301 1707
30 1142.959 2.287 10.9
31 1139.2186 2.280 12.7
32 1131.653 2.264 11.2
33 1124.243 2.250 5.3
34 814.943 1.631 16.8
35 800.352 1.601 20.8
36 665.601 1.332 17.0
37 641.309 1.283 79.0
38 627.101 1.255 774.8
39 448.211 0.893 498.0
-
—_— — f_/_/‘f/./ -
I 2k L " N - " Y ar—— MW
" i oo 1 T iy ml'wm
T r T T T T - T T T -
8 7 6 { 3 2 1 ppm
= ! .
5 0138 0.49 1.56 0.94 1.83 10.15 a1
13.19 -0.54 1.16 1.64 1.16 4.64 ' se.as 0t
w©
=
©
8
3
©
15
Q
&
|
N~
g | >
& | = =3
2 =}
-~ D
=3 =3
g ©
= o
= [}
= «©
o
o5 p
=4 wn
o~
o g
N (3 & . [t}
A 2 @
- < o~
g |48 3
RSN @
Zo <
S
g
B
>
< w
g wE
e |Sa
@ oun
P g
5 E
3 e
g =]

#
3=




10 Anhang

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-a-D-galactosyl)-sn-glycerol (a13Ga)

Goellner_3691-94_ aCG13Ga INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT INDEX FREQUENCY  PPM HETGHT
1 3627.146 7.258 1731 a0 642.554 1.286 17.0
Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsys?data 2965.261 5.933 1.0 41 626.007 1.253 151.2
Sample directory: auto_19Janz010 3 2628.639  5.260 0.9 a2 445.026  0.890 9.3
xS i 4 2624.182 5.251 1.3 43 438.310 0.877 20.7
Y :E E““*:“:' ™ 5 2618.870 5.240 0.9 a4 431.227 0.863 9.9
solvent: cdcl3
Solent: 0SS shesi & 6 2439.660 4.882 2.6
Sample #3, user vnmrl 7 2435.935 4.874 2.8
File: Goellner_3691-34_02 8 2164.403 4.331 1.1
INOVA-500 ‘"max2" 9 2160.495 4.323 1.1
10 2152.436 4.307 1.5
Relax. delay 2.000 sec 11 2148.589 4.299 1.4
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 3.277 sec 12 2070.127 4.142 1.4
Width 4001.6 Hz 13 2064.265 4.131 1.4
16 repetitions 14 2058.160 4.118 1.2
OBSERVE _ H1, 499.7609530 MHz 15 2052.298 4.107 11 (/"
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz i 1926:393 '3;85% 09
FT size 131072 17 1912.532  3.827 1.0
18 1904.045 3.810 0.8
19 1894.642 3.791 3.1
20 1889.024 3.780 2.0
21 1885.056 3.772 2.5
22 1879.866 3.762 LW
23 1873.210 3.748 1.7
24 1868.631 3.739 1.6
25 1854.037 3.710 2.6
26 1846.344 3.694 3.0
27 1842.070 3.686 2.6
28 1836.147 3.674 1.8
29 1831.690 3.665 1.0
30 1565.409 3.132 1.1
31 1551.548 3.105 1.0
32 1168.399 2.338 2.8
33 1161.255 2.324 5.7
34 1154.661 2.310 5.8
35 1147.395 2.296 3.0
36 1107.279 2.216 2.2
37 1099.707 2.200 3.3
38 1092.014 2.185 2.4
33 803.202 1.607 4.8
— 1. —
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10 Anhang

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-f8-D-galactosyl)-sn-glycerol (3813Ga)

Goellner_B918_ beta CG13Ga

Archive Hirectory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
sample dlirectory: auto_04Feb2010
Pulse Seqpence: szpul
Solvent:| cdc13
Temp. 270 C / 300.1 K
User: vnmf1
File: Goelllner_3918_02
INOVA-500| “max2"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 450 degrees
Acq. time 3.277 sec

i 6.3 Hz

jons

OBSERVE | H1, 499.7609619 MHz

DATA PROCESSING
Line brohdening 0.5 Hz

FT size 1B1072
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10 Anhang

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6-deoxy-a-D-mannosyl)-sn-glycerol (a13M)

Goellner_3695-98_ aCG13M

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
Sample directory: auto_13Jan2010

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdcl3

Temp. 27.0 C / 300.1 K
Sample #3, user vnmrl
File: Goellner_3695-38_03
INOVA-500 “max2"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 45.0 degrees
i s

FT size 131072
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10 Anhang

1,2-Dipalmitoyl-3-(N-palmitoyl-6 -amino-6-deoxy-f3-D-mannosyl)-sn-glycerol (813 M)

Goellner_3873-74_ Beta GG 13M

Archive directory: /export/home/vnmri/vnmrsys/data
sample directory: auto_02Feh2010

Pulse Seguence: szpul

Solvent: cdcl3

Temp. 27.0 C / 300.1 K
Sample #5, user vnmrl
File: Goeilner_3873-74_03
INOVA-500 “max2"

Relax. delay 2.000 sec K
Pulse 45.0 degrees
time 3.277 sec

ons
OBSERVE  H1, 499.7608530 MHz
DATA PROCESSING
FT size 131072
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