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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Mit seinem Leitsatz ,,corpora non agunt nisi fixata“ aus der Rezeptortheorie und seinen
grundlegenden Beitrdgen fiir die Entwicklung der Chemotherapie war der ausgebildete
Mediziner und leidenschaftliche Chemiker Paul Ehrlich zu Beginn des letzten Jahrhunderts
einer der wichtigsten Wegbereiter fiir ein rationales Design von Arzneimitteln. Das von ihm
entwickelte erste Chemotherapeutikum Salvarsan® gegen Syphilis wurde sehr schnell als
»Zauberkugel® (,,magic bullet* gilt heute als Synonym fiir Substanzen mit ,,Blockbuster-
Potential) zum Wundermittel in der Behandlung dieser Krankheit. Zudem war ihm schon
damals die Bedeutung der Pharmakokinetik in Bezug auf die Wirksamkeit von Arzneien klar.
Er stellte fest, dass Parameter wie Lipophilie, Hydrophilie und Séure- und Baseneigenschaften
iiber das Verhalten im Korper entscheiden und beschrieb als erster die Blut-Hirn-Schranke im
lebenden Organismus.[l] Bis heute werden solche Parameter, unter denen Lipinskis ,,rule of
five“l?! gegenwirtig wohl die bekannteste darstellt, fiir die Wirkstoffsuche optimiert, woraus
wiederum neue Leitlinien resultieren.

Besonders in den letzten drei Jahrzehnten wurden zahlreiche Methoden zur
Beschleunigung des Wirkstoffentwicklungsprozesses beschrieben. Die Suche nach
Wirkstoffen zur Modulation von Protein-Protein Wechselwirkungen beginnt in der Regel mit
dem Identifizieren einer essentiellen Bindungssequenz innerhalb des Proteinliganden. Dazu
kommen Methoden wie Mutationsstudien, phage display oder epitope mapping zum Einsatz.
Zu den wichtigsten Methoden zur Optimierung von Liganden zdhlen sicher die
kombinatorische Festphasensynthese zusammen mit dem High-throughput Screening zur
schnellen biologischen Testung und ferner in-silico Methoden fiir die Optimierung und fiir
das Design von Liganden bei Kenntnis der Struktur des targets. Erfolge konnen nur aus
gemeinsamen Anstrengungen von Medizinern, Chemikern, Pharmakologen, Biologen etc.
resultieren, was die Interdisziplinaritit der Medizinischen Chemie unterstreicht. In den
Anfangen der kombinatorischen Chemie glaubte man durch eine simple Erhéhung der Zahl
von Testsubstanzen eine hohe Trefferanzahl zu erzielen, was jedoch zu vielen lipophilen
unspezifisch bindenden Verbindungen fiihrte. So werden bei sogenannten biased libraries
bereits existierende Informationen des targets oder Informationen aus bereits aktiven
Verbindungen bei dem Design einer neuen Bibliothek beriicksichtigt, um die Anzahl der zu
synthetisierenden Verbindungen handhabbar zu halten.

Neben der Chirurgie stellt die Therapie mit radioaktiver Strahlung eine wichtige Sdule zur

Behandlung von Krebserkrankungen dar. Die klassische systemische Chemotherapie hat
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insbesondere bei soliden Tumoren nicht zu befriedigenden klinischen Ergebnissen gefiihrt.
Dabei liegt die besondere Schwierigkeit darin, effiziente Konzentrationen der
pharmazeutischen Substanzen im Tumorgewebe zu erreichen, ohne Normalgewebe zu
schiadigen. Daher wurden intensive Anstrengungen unternommen, um Zielstrukturen im
Tumorgewebe zu identifizieren und Substanzen zu entwickeln, welche spezifisch an diese
binden, um eine lokale Therapie durchzufiihren. Die endogene Radionuklidtherapie basiert
auf den Einsatz von radioaktiv markierten Molekiilen, die sich gezielt im Tumorgewebe
anreichern sollen, um dort hohe Strahlendosen zu erreichen. Mit einem verbessertem
Verstindnis von Antigen- und Rezeptorexpression kann dieses Konzept auf eine Vielzahl
onkologischer Krankheiten {ibertragen werden. Die Herausforderung des Chemikers in dieser
interdisziplindren Aufgabenstellung besteht darin, Substanzen mit hoher Tumoranreicherung

zu synthetisieren und anschlieend elegante Wege zur Radiomarkierung zu erschlieBen.

In der vorliegenden Arbeit sollen Mini-Bibliotheken von derivatisierten Monosacchariden
in Losung synthetisiert werden und auf ihre Fignung als a4-Integrinantagonisten evaluiert
werden. a4-Integrine spielen zusammen mit ihren endogenen Liganden MAdJCAM-I1,
VCAM-1 und Fibronektin eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung und Funktion des
Immunsystems und sind an zahlreichen Autoimmunerkrankungen, chronischen Entziindungen
oder Allergien beteiligt. Aufbauend auf den Ansatz von Dr. J. Boer, der ein biologisch aktives
-Mannosid als Mimetikum der tripeptidischen Erkennungssequenz LDT fiir a4-Integrine
fand, sollen vorwiegend Glucosederivate und metabolisch stabilere C-Glycoside und
-Mannoside mit eventuell besseren pharmakologischen Profil entwickelt werden. Es werden
moglichst effiziente Synthesestrategien fiir selektiv substituierbare Glucosederivate
ausgearbeitet und durch Betrachtung der biologischen Eigenschaften schlielich Aussagen zur
Struktur-Wirkungsbeziehung gemacht.

In einem zweiten unabhingigen Teil der Arbeit werden die Synthese und die biologische
Evaluation von oligomeren Somatostatinanaloga, die zusétzlich fiir eine einfache
Radiomarkierung geeignet sind, vorgesttellt. Diese sollen im Idealfall zu einer verbesserten
Tumoranreicherung fithren und als mdgliche Substanzen zum Einsatz in der Radiodiagnostik
und -therapie dienen. AuBlerdem sollen Synthesewege zu neuartigen Chelatoren fiir
Radionuklide erschlossen werden, welche die Einfithrung der Chelatoren iiber chemoselektive

Methoden erlaubt.
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2 o4-INTEGRINE ALS TARGETS IN DER MEDIZINISCHEN

CHEMIE
2.1 Grundlagen der Medizinischen Chemie

Die Medizinische Chemie beschreibt ein modernes und multidisziplinéres
Forschungsgebiet, welches die Entdeckung und Herstellung von biologisch aktiven
Substanzen, die letztendlich zu Medikamenten fithren sollen, zum Ziel hat. AuBerdem
beinhaltet sie die Erforschung der molekularen Wirkungsweise und des Metabolismus von
Wirkstoffen. Aufgrund der komplexen Thematik des Arbeitsgebiets soll im Folgenden nur auf
einige fiir die vorliegende Arbeit wichtige Aspekte wie Leitstrukturfindung und —optimierung
eingegangen werden.

Eine Leitstruktur besitzt bereits eine gewiinschte biologische Wirkung, die z.B. durch in
vitro Testsysteme nachgewiesen wurde. Neben dieser biologischen Aktivitdit wird eine
gefundene Leitverbindung meist noch unerwiinschte Eigenschaften wie Toxizitét, schlechte
Loslichkeit, mangelnde Selektivitidt etc. aufweisen. In einem iterativen Prozess aus
chemischer Synthese und biologischer Testung sollen anschlieBend gewiinschte
Eigenschaften optimiert und Nebenwirkungen minimiert werden.

Mit der Etablierung der kombinatorischen Chemie und dem High-Throughput-Screening
(HTS) verlagerte man die Wirkstoffsuche vom Tiermodell zunehmend auf target orientierte in
vitro Modelle. Durch einfaches Erhohen der Zahl an synthetisierten und biologisch
evaluierten Verbindungen hoffte man rasch eine Vielzahl neuer Medikamente zu finden. Erste
Generationen von erzeugten kombinatorischen Bibliotheken enthielten meist grofe und
lipophile, z.T. biologisch aktive aber pharmakologisch ungiinstige Molekiile. Aus dieser
Erfahrung heraus wird nun bereits bei dem Design von Bibliotheken versucht,
Medikamenten-dhnliche Verbindungen (drug-like molecules), welche potentiell oral

Bl Die Faktoren, die das pharmakologische Profil eines

verfiigbar sind, zu generieren.
Wirkstoffes ausmachen, werden unter dem Begriff ADME-Parameter zusammengefasst. Sie
beschreiben die Aufnahme einer Substanz (Absorption), ihre Verteilung im Korper
(Distribution), sowie den Abbau insbesondere in der Leber (Metabolismus) und die
Ausscheidung vor allem iiber Niere und/oder Darm (Eliminierung). Héufig werden sie durch

T - die Toxizitdt- ergdnzt. Um diese Parameter zu beschreiben, werden verschiedenste
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Methoden vom simplen Abzéhlen von Wasserstoff-Donatoren und -Akzeptoren bis hin zu
ihrer Berechnung mittels komplexer neuronaler Netzwerke, verwendet.!!

Damit ein Wirkstoff seinen Wirkort erreichen kann, muss er sowohl mit einer wissrigen
Umgebung (z.B. Cytoplasma) als auch mit einer lipophilen Umgebung (z.B. Membran)
wechselwirken konnen. Viele quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen zeigen daher einen
deutlichen Zusammenhang zwischen der Lipophilie einer Verbindung und deren biologischer
Wirkung. Zur Beschreibung der Lipophilie hat sich der von Hansch et al. vorgeschlagene
Verteilungskoeffizient P (partition coefficient) zwischen 1-Octanol und Wasser als geeignet

erwiesen:>

P= [Verbindung Jocun a: Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser

[Verbindung]wasser - (1 — o)

Verbindungen mit P > 1 und somit positivem logP sind in 1-Octanol besser 16slich. Die
Beitrige einzelner Teile eines Molekiils zum Verteilungskoeffizienten verhalten sich additiv,
wodurch die Berechnung bzw. theoretische Abschitzung des logP-Wertes einer Verbindung
als sehr brauchbare Alternative zur experimentellen Bestimmung ermoglicht wird. Diese
Funktion ist in einigen Chemie-Software-Programmen bereits implementiert.”!

Lipinski et al. von der Firma Pfizer Inc. untersuchten 2245 oral bioverfiigbare Wirkstoffe
auf verschiedene Parameter, die fiir das Absorptionsverhalten von Bedeutung sind. Die als
,»Pfizer’s bzw. Lipinski’s Rule of Five* bekannt gewordenen folgenden Eigenschaften trafen
auf ca. 90 % der analysierten Verbindungen zu:

o logP<5

e Anzahl der Wasserstoff-Donoren < 5

e Anzahl der Wasserstoff-Akzeptoren < 10 (=2x9)
e Molekulargewicht < 500 g/mol (=100x5)

e cine der vier vorgenannten Regeln kann verletzt sein.

Trotz der Verletzung der ,Rule of Five’ waren jedoch viele Antibiotika, Fungizide,
Vitamine und herzwirksame Glykoside oral bioverfiigbar. Ein sehr bekanntes Beispiel ist das
Immunsuppressivum Cyclosporin, welches gegen jede dieser Regeln verstofit aber gut oral
bioverfiigbar ist. Eine mdgliche Erkldrung fiir diese Beobachtung ist, dass diese Molekiile
Substrate fiir biologische Transportsysteme darstellen.”™ Die Regeln stellen somit lediglich

einige notwendige, jedoch keineswegs hinreichende Bedingungen fiir die Entwicklung von
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drug like molecules dar. Weitere Eigenschaften, welche die orale Bioverfiigbarkeit
beeinflussen sind u.a. GroBe der polaren Oberfliche des Molekiils,"” VolSurf Parameter!'”!
und Anzahl der flexiblen Bindungen.!""! AuBerdem ist man stindig bestrebt die Regeln und
die Herangehensweise zu einer moglichst effizienten Arzneimittelentwicklung zu optimieren.
Ein neuerer Ansatz ist beispielsweise das Generieren von Bibliotheken von Verbindungen
geringerer Molekiilmasse (bis zu 300 g/mol), geringerer Lipophilie (logP<3), mit bis zu drei
rotierbaren Bindungen und einer hoheren Bindungseffizienz (hohere durchschnittliche
Bindungsenergie der Verbindung pro Atom). Dies fiihrt die Autoren zu einer ,,rule of three*

und impliziert den Aufbau von so genannten fragment based Bibliotheken.!*

Anhand der dieser Regeln lassen sich jedoch kaum Aussagen iiber die metabolische
Stabilitit der Verbindungen ableiten. Normalerweise werden fremde, in den Korper
eindringende Molekiile (Xenobiotika) vom Immunsystem durch Antikorperbildung bekdampft.
Kleine Fremdmolekiile 16sen in der Regel jedoch keine Antikdrperreaktion aus, weshalb der
Korper zum Schutz vor diesen Umweltgiften einen anderen Mechanismus entwickelt hat. Sie
werden durch unspezifische Enzyme in polare Verbindungen umgewandelt und kénnen so
anschlieBend ausgeschieden werden (Metabolismus). Da der Korper nicht zwischen
Umweltgift und Medikament unterscheiden kann, werden auch Wirkstoffe durch
enzymatische Biotransformationen abgebaut (Wirkstoffmetabolismus). In Abhédngigkeit von
der Applikationsform gibt es verschiedene Moglichkeiten fiir die Metabolisierung eines
Arzneimittels. Der Weg eines Arzneimittels nach oraler Einnahme, der haufigsten und
einfachsten Form der Applikation, ist in Abb. 2.1 dargestellt. Dabei wird der Wirkstoff {iber
die Schleimhaut des Magens oder des Diinndarms aufgenommen (Absorption). Aus dem
Magen-Darm-Trakt wird er im Blutstrom zur Leber transportiert, in der er normalerweise zum
ersten Mal metabolisiert wird (Metabolismus), was man auch als first pass-Effekt bezeichnet.
Dieser gewinnt vor allem bei lipophilen Wirkstoffen und Substanzen mit einem
Molekulargewicht iiber 500 g/mol an Bedeutung. Uber den Blutkreislauf werden das
Arzneimittel und seine Metaboliten im Kdorper verteilt (Distribution). Bei der Metabolisierung
werden die Substanzen in der Regel in polare Substanzen umgewandelt und iiber die Niere

(renal) ausgeschieden (Eliminierung).!"”’
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Arzneimittel

Magen/Darmwand

| Absorption |

Pfortader

| Metabolismus|

| Distribution |

Leber

Galle first pass-Effekt
Fizes < "
Metabolite mit MG > 500
Blutkreislauf
| Eliminierung |

Polare Metabolite

Urin < Nieren

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Metabolisierung eines Arzneimittels nach oraler Gabe.

2.2 Allgemeine Grundlagen zur biologischen Bedeutung von Integrinen

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden durch Zelladhisionsrezeptoren
vermittelt, die sich in vier verschiedene Klassen einteilen lassen: Cadherine, Selektine,
Immunoglobulin-Superfamilie und Integrine. Letztere ist dabei die grofite und vielseitigste
Rezeptorklasse. Der Begriff , Integrin“ wurde erstmals von Hynes et al. verwendet, um eine
Familie strukturell, immunochemisch und funktionell &hnlicher Oberflichenrezeptoren zu
beschreiben. Sie integrieren durch die Zellmembran hindurch in fokalen Adhdsionskomlexen
das Cytoskelett der Zelle in das Geriist der extrazelluliren Matrix.!'* ') Auf einer Zelle
befinden sich typischerweise ca. 100 000 Integrine, bevorzugt in cholesterinreichen
Bereichen, den sogenannten rafts.!'® '”)

Integrine sind transmembrane Glykoproteine, die in eine Vielzahl von biologischen

[19] [20]

Prozessen, wie beispielsweise Wundheilung,'™® Embryogenese!'” oder Immunantworten

involviert sind. Sie dienen neben der Verankerung der Zellen zur Signaliibertragung {iber die

Plasmamembran in beiden Richtungen. Ihre Beteiligung an pathologischen Prozessen wie

[21] [24]

tumorinduzierter Angiogenese,”"’ Tumormetastasierung,*? Thrombose,'**! Osteoporose

]

oder akutem Nierenversagen™ macht sie zu viel versprechenden targets in der

Medizinischen Chemie.
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Seit ihrer Entdeckung im Jahr 1987 sind sie mittlerweile zu den am besten verstandenen
Zelladhdsionsrezeptoren geworden. Sie setzen sich aus nicht kovalent verbriickten o.— und -
Untereinheiten zusammen, die je eine groBe extrazellulire Domine, eine Transmembranhelix

(26]' Gegenwirtig ist die

und eine kleine intrazellulire Doméne pro Untereinheit enthalten.
Existenz von 18 o- und 8 B-Untereinheiten, die zusammen 24 verschiedene Heterodimere
ausbilden, gesichert. Die groflere a-Untereinheit besitzt ca. 1100 Aminoséduren und ist hdufig
aus zwei iber Disulfidbriicken verkniipften Ketten aufgebaut. Die kleinere B-Untereinheit
bestehend aus ca. 800 Aminosduren (Ausnahme B4 mit ca. 1750 Aminosduren) enthilt u.a.
vier hochkonservierte cysteinreiche Doménen nahe der transmembranen Region. Die
Verankerung mit dem Cytoskelett iiber a-Actin und Talin geschieht mit Ausnahme der p4-

Untereinheit mit der cytoplasmatischen Region von -Untereinheiten. Eine Darstellung der

einzelnen Integrine mit ihren bekannten Liganden findet sich in Tabelle 2.1.
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Tab. 2.1: Darstellung der bekannten Kombinationen aus o~ und S-Untereinheit und ihre

natiirlichen Liganden.!””?! Grau hinterlegte Felder kennzeichnen Integrine mit RGD-abhangiger

Ligand-Bindung.[*% 3!
pl p2 p3 p4 p5 p6 p7 p8
ol Col, Ln

a2 | Col, Ln, Fn

a3 |[Col, LnS, Fn

a4 Fn, In, MAdCAM-1,
VCAM-1 VCAM-1, Fn

ob Fn

ob Ln Ln, Ep

o7 Ln

o8 Fn, Vn, Tn

a9 | Col, Ln, Tn,

VCAM-1
al0 Col
all Col
oE E-Cadherin
oL ICAM-1,
ICAM-2
aM iC3b, Fb,
Faktor X,
ICAM-1,
ICAM-2
aX iC3b, Fb
aD ICAM-3,
VCAM-1
allb Fb, Fn, Vn,
vWFEF, Tsp
oV Vn, Vn, Ln, Fn, Vn, Fn, Fn, Vn
Fn, vWF, Tsp Tn, Opn, Fb, | Fb,
Opn Opn, Fib, Fbu vWF Tn

Abkiirzungen der Integrinliganden: Col = Kollagen; Ep = Epiligrin; Faktor X = Blutgerinnungs-
faktor X; Fb = Fibrinogen; Fbu = Fibulin; Fib = Fibrillin; Fn = Fibronectin; iC3b = inactivate
complement factor 3b; ICAM = intercellular adhesion molecule (Isoformen von ICAM sind durch
eine Nummer spezifiziert); In = Invasin; Ln = Laminin (Isoformen von Laminin sind durch eine
Nummer spezifiziert); MAdCAM = mucosal adressing cell adhesion molecule; Opn = Osteopontin;
Tn = Tenascin; Tsp = Thrombospondin;, VCAM = vascular cell adhesion molecule; Vn =
Vitronectin; vVWF = von Willebrand Faktor.
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Jedes der aufgefiihrten Integrine scheint eine spezifische, nicht-redundante Funktion im
Organismus zu erfiillen. Dies ldsst sich z. T. aus den Ligandenspezifititen ableiten und ist
durch Beobachtung von Phinotypen von knockout-Miusen gezeigt worden.*?!

Bislang ist unter den Integrinen lediglich die Kristallstruktur der extrazelluliren Doméne

' AuBerdem wurden kiirzlich Strukturmodelle des avp5-C* und

von avp3 gelost.*
des allbp3-Integrins vorgestellt,”™ die durch Homologie-Modelling basierend auf der
erwihnten Kristallstruktur und docking Studien von selektiven Liganden erhalten wurden.
Wie in Abbildung 2.2 gezeigt, konnten durch die Kristallstruktur charakteristische
Strukturmotive zugeordnet werden. Die Kopfgruppe der a-Untereinheit besteht aus einem
siebenbléttrigen B-Propeller. An diese schlie3t sich eine Stelzenregion (,,stalk*-Region) an,
die von drei linear angeordneten [-Faltblittern gebildet wird. Die Kopfgruppe der -
Untereinheit setzt sich aus der BI-Domédne und einer Immunoglobulin(Ig)-dhnlichen
,Hybrid“-Doméne zusammen. Auf der BI-Doméne befindet sich zudem die MIDAS (metal
ion dependent adhesion site)-Region, welche zusammen mit Teilen des B-Propellers der a-
Untereinheit die Bindungsstelle fiir Liganden darstellt.”*! Die Bindung der Liganden hingt
von der Anwesenheit zweiwertiger Metallkationen ab. Im Allgemeinen verstirken Mg~ und
Mn”"-Ionen die Affinitit zum Liganden, wohingegen Ca”"-Ionen einen gegenteiligen Effekt
hervorrufen.*® Der Zusammenhalt der Kopfgruppen der o- und B-Untereinheit wird u.a.
durch Kationen-n-Kontakte gewihrleistet, indem eine Guanidiniumgruppe eines Arginins der

BI-Doméne in den von aromatischen Resten umgebenen zentralen Hohlraum des Propellers

der a-Untereinheit hineinragt.
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A B

a-Untereinheit B-Untereinheit
|-Doméne . .
putative |-Doméne
siebenblattriger \
[-Propeller

(Linker 1)

|
C-Terminus des ~ % (Linker 3)

B-Propellers -
 S-S-Briicke { DCa|f-1
-Faltbltt \ ‘i zwischen PS| Doméne oméne y
P-Faltblatter + Doménen Q" (N-Terminus) \ EGF-3
1 ‘ A
\J }_j."/ cysteinreiche Doménen \
| Calt-2
H + Membran "
} E Doméne 6TD
cytoplasmatische Doméane —> l .’ f i -
: p3-Unter-

av-Untereinheit  einheit

Abb. 2.2: A) Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine. Die a-Untereinheit enthélt
einen siebenbl&ttrigen S-Propeller und meist eine 1-Domane, die auch fiir die S-Untereinheit
postuliert wird.®1 B) Korrigierte Kristallstruktur des extrazellularen Teils von ov/3 mit 4
Doménen der a-Untereinheit und 8 Doménen der f-Untereinheit. Die av-Untereinheit weist keine

I-Domane auf.

Die Kenntnis der Kristallstruktur erlaubte weitere Riickschliisse auf den Mechanismus der
Integrin vermittelten Signaltransduktion. In einem postulierten dreistufigen Mechanismus
bewirkt eine durch ein intrazelluldres Signal ausgeloste Verdrehung der a- und B-Untereinheit
einen Ubergang vom niedrigaffinen in einen ligandenbindenden Zustand. Die Bindung eines
Liganden induziert anschlieBend eine scherenartige Bewegung der beiden Untereinheiten was
schlieBlich zur Trennung der Kopfgruppen fiihrt.”® **) In Anlehnung an die geknickte Form
der Kristallstruktur und elektronenmikroskopischen Untersuchungen wird auch ein sog.
»Klappmessermodell“ fiir den Mechanismus der Konformationsdnderung und
Signaltransduktion diskutiert."*"’

Die Integrine konnen mehr oder weniger selektiv mit verschiedenen Proteinen der

extrazellularen Matrix (ECM), Zelladhésionsproteinen (cell adhesion molecules, CAMs)

Zelloberflaichen- und Plasmaproteinen (z.B. Laminin, Fibronectin oder Vitronectin)



2 04-INTEGRINE ALS TARGETS IN DER MEDIZINISCHEN CHEMIE 11

interagieren, was zu einer Funktion gewebespezifischer Rezeptoren fiihrt. Die meisten
Integrine erkennen in ihren Liganden die fiir die Bindung essentiellen Tripeptidsequenzen
RGD (v.a. av-Integrine) oder LDV. Wihrend die meisten ECM-Proteine das RGD-Motiv in
invarianter Form tragen, ist das LDV-Motiv variabel. So erkennen beispielsweise die
Leukozytenintegrine a4p7 und a4p1 LDVP in Fibronectin (Fn), IDSP in der N-terminalen
Domaéne von vascular cell adhesion molecule-1(VCAM) und LDTS in mucosal addressin cell
adhesion molecule-1(MAdCAM-1).B"

Allen an Integrine bindenden Peptidsequenzen ist eine darin enthaltende Aminosiure mit
saurer Seitenkette (Asp oder Glu) gemeinsam. Diese fiir die Rezeptorbindung essentielle
Tatsache ldsst sich anhand der Kristallstruktur des an c[RGDf(NMe)V] gebundenen avf3-
Integrins verstehen. Die Carboxylatseitenkette komplexiert ein zweiwertiges Kation der
MIDAS-region in der B-Untereinheit.!*!! Eine entsprechende MIDAS-Region findet sich auch

in der Ligandenbindungsstelle der Integrine mit aI-Doméne.""

2.3 oad-Integrinrezeptoren

Die Gruppe der a4-Integrine umfasst zwei Rezeptoren: a4p1-(VLA-4, CD49d/CD29) und
04B7 (LPAM-1). Zusammen mit dem aEB7-Integrin und den Leukocytenintegrinen (aLf32,
aMp2, adp2 und aXB2) sind sie vor allem auf den Zellen des Immunsystems exprimiert.*>
43]

Im Immunsystem spielt die Extravasation (=Austreten von Korperfliissigkeit aus einem
Gefal} in das benachbarte Gewebe) von Leukocyten eine entscheidende Rolle. Sie ermoglicht
den Leukozyten sich in Infektionsherden anzusammeln und Abwehrreaktionen
durchzufiihren. Die Extravasation setzt sich aus verschiedenen Schritten wie Rollen, Adhédsion
und schlieflich Migration durch die Endothelschicht zusammen (s. Abb. 2.3). Die ersten
Kontakte (tethering) (1) zwischen Leukocyten und den Endothelzellen kommen durch
Glycoprotein-, L-Selektin- und z.T. durch Integrin- vermittelte Wechselwirkungen mit den
auf Endothelzellen durch Entziindung verstérkt exprimierten E- und P-Selektinen oder CAMs
zustande. Dies fiihrt zu einer Abnahme der Geschwindigkeit von zirkulierenden Leukocyten

und erméglicht es ihnen die Blutgefifie nach proadhisiven Faktoren zu ,,durchsuchen®.
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4000 pm/s ~40 pm/s 1-20 sec min ~ 10 min

Endothelzellen

1. loser Kontakt 2. Rollen 3. Aktivierung 4. Adhasion 5. Diapedese

vermittelt durch durch
Oberflachen- G-gekoppelte
rezeptoren Rezeptoren M = selektine
= Integrine

® = Chemokine

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der schrittweisen Extravasation von Leukocyten.

Durch Kontakt mit Signalstoffen auf der Endotheloberflache, wie z.B. den Chemokinen,
wird die Aktivierung von Integrinen auf der Leukozytenoberfliche stimuliert, die dann die
effiziente Bindung dieser Zellen an die Endotheloberfliche vermitteln (4. Adhision).* Als
Liganden der Integrine fungieren Mitglieder der Immunglobulin (Ig) Superfamilie. Die nun
stabil adhdrierenden Leukozyten konnen sich gezielt fortbewegen und schlieBlich aktiv durch
die Endothelzellschicht hindurchwandern.

In jedem der gezeigten Schritte kann das sogenannte homing (=erreichen des spezifischen
Bestimmungsorts) reguliert werden. Im Gegensatz zu den Selektinen konnen a4-Integrine
sowohl am tethering als auch an der Adhésion der Leukocyten an das Endothel beteiligt sein.

Obwohl die a4-Integrine an verschiedene Proteine binden, geht man davon aus, dass die
fiir Autoimmunkrankheiten wesentliche Ursache in der Wechselwirkung mit VCAM-1 und
MAdCAM-1 liegt. Die stark unterschiedlichen Expressionsprofile dieser Proteine in
entziindetem Gewebe sprechen stark fiir diese Interpretationen. So wird erhohte MAdCAM-1
Expression im gastrointestinalen Trakt mit der Crohn Krankheit, colitis ulcerosa und
Hepatitis C*> *% sowie erhohte VCAM-1 Expression mit Asthma,*”) Multipler Sklerosis oder

Rheuma!®! in Verbindung gebracht.

Die a4-Integrinuntereinheit wird an der Zelloberfliche als 155 kDa Protein exprimiert.

Durch Aktivierung der T-Lymphocyten kann diese Integrinuntereinheit zwischen Arg558 und
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Ser559 gespalten werden, was jedoch die Bindung der Liganden VACM-1 und Fibronektin
nicht beeintrichtigt.*”!

o4p1-Integrine (VLA-4, CD49d/CD29) werden auf Lymphocyten und anderen
Leukocyten exprimiert. Die Familie der B1-Integrine wird auch als very late antigens (VLA)
bezeichnet, da sie erst nach einer Verzogerung auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird. Wie
die meisten Integrine kommt das a4f1-Integrin in einem hoch aktivierten (high affinity) und
einem niedrig (low affinity) aktivierten Zustand vor. Man nimmt an, dass zunéchst ein durch
Chemokine ausgeldstes Integrinclustern eine multivalente VCAM-1/a04pB1 Wechselwirkung
induziert. Daran schlieBt sich eine Konformationsinderung zum high affinity Zustand an.”>"
Fir die biologische Evaluierung von a4fl-Liganden ist es wichtig, dass auch durch
zweiwertige Kationen (Mn”") diese Zustandsinderung hervorgerufen werden kann und somit
eine Verbindung unter Mn®"-Aktivierung eine hohere Aktivitit als unter Ca*'- oder Mg*'-
aktivierten Bedingungen zeigt."""

04p7-Integrine werden hdufig auch als LPAM-1 bezeichnet (lymphocyte Peyer’s patch
specific adhesion molecule), da sie das homing a4p7-Integrin-exprimierender Leukocyten an
Mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe steuern. In erwachsenen Menschen werden
o4pB7-Integrine unterschiedlich stark auf T- und B-Zellen exprimiert. Wie 7-knockout Méuse
zeigten, sind B7-Integrine fiir die Bildung und den Erhalt des mucosa lymphatischen Gewebes

essentiell.”*! Die zielgerichtete Wanderung von Leukocyten in dieses Gewebe beruht zu

einem Grofiteil auf der Wechselwirkung zwischen a4p7-Integrinen und MAdCAM-1.

2.4 Naturliche Liganden von o4-Integrinrezeptoren

o4-Integrine binden an Fibronektin (Fn), Invasin (In), vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) und MAdCAM, sowie an das N-terminale Fragment von Osteopontin (Opn).* >4
An Fn wurde erstmalig entdeckt, dass Integrine in extrazelluldren Matrixproteinen die
Tripeptidsequenz RGD erkennen.” Fiir a4p1-Integrine ist die minimale Erkennungssequenz
von Fn die Tripeptidsequenz LDV, welche in humanem, Rinder-, Ratten und Hiihner-
Fibronektin sehr stark konserviert ist.”®

Die transmembranen Glykoproteine Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und
mucosal addressin cell adhesion molecule-1(MAdCAM-1) gehdren zusammen mit ICAM-1,
ICAM-2 und ICAM-3 in die integrinbindende Untergruppe der immunoglobulin superfamily
(IgSF)-Rezeptoren (Abb. 2.5).*) VCAM und MAJCAM werden normalerweise im
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Gastrointestinalen Trakt exprimiert. Wahrend MAdCAM ausschlieBlich im Darm zu finden
57]

ist,”” wird VCAM auch in den peripheren Organen exprimiert.!'"!

@ Ig-Domanel

g kohlenhydratreiche
Domaéne

ICAM-1 ICAM-2 7D 6D 3D MAdCAM-1
VCAM-1

Abb. 2.4: Domanenstruktur der IgSF-Adhé&sionsrezeptoren. Domanen, die mit o4-Integrinen

wechselwirken, sind dunkel hervorgehoben.

Wie aus Abb. 2.4 ersichtlich, ist VCAM sowohl ein Ligand fiir a4p1- als auch fiir a4p7-
Integrine, wihrend MAdCAM selektiv an das a4p7-Integrin bindet. Daneben sind auch
Wechselwirkungen von MAdCAM mit dem L-Selektin bekannt. Aufgrund der letzeren beiden
Bindungen, die fiir das lymphocyte homing wichtig sind, wird MAdCAM haufig auch als
lymhocyte homing factor bezeichnet.*’!

Mittels Mutagenese-Studien wurden die D1 Domidnen und die D4 Doméne in 7D-
VCAMP* als Bindungstellen fiir a4-Integrine identifiziert."” ®! Diese Studien zeigten, dass
MAdCAM und VCAM jeweils einen kritischen Aspartatrest innerhalb der
Erkennungssequenzen (QIDSP in VCAM, LDT in MAdCAM) enthalten. Die Selektivitit von
MAdCAM fiir a4p7-Integrine konnte in der D2 Domine begriindet sein: Ein Hybrid-Protein
aus MAdCAMs D2 Domine und VCAMs D1 Doméne zeigte ebenfalls eine selektive
Anbindung an oc4B7—Integrine.[61]

Die sehr dhnlichen Kristallstrukturen von zwei extrazelluldren, N-terminalen Ig-Doménen

D1 und D2 von VCAM!®* ®! (Abb. 2.5) und MAACAM!®* ® (Abb. 2.6) zeigen typische Ig-

Faltungsmerkmale. So besteht jede Ig Domédne aus sieben B-Strdngen, die mit A bis G
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bezeichnet werden. Die beiden B-Faltblitter ABE und CDFG sind iiber eine Disulfidbriicke

zwischen B und F miteinander verkniipft.

Domain |

CD Loop
-QIDSP-

Domain 2

Abb. 2.5: Kristallstruktur der lg-Doméanen D1 und D2 von VCAM-1.%% &1 Dje QIDSP-

Erkennungssequenz liegt innerhalb des CD-loops.

Eine neuere Kristallstruktur von MAJCAM in Arbeiten von R. L. Brady et al.’®"! zeigt in
der D1 Domine stirkere strukturelle Ubereinstimmung der bindenden CD-loops in VCAM
und MAdCAM als bisher angenommen. Bei einer Uberlagerung der beiden D1 Doménen
liegen die beiden kritischen Aspartatreste im neuen Modell nur 2 A, anstelle von bisher
angenommenen 8 A auseinander. AuBerdem zeigt die aktuelle Kristallstruktur von MAdCAM
am C-Terminus von D2 eine unterschiedliche Konformation. Deutliche Unterschiede in den
beiden Kristallstrukturen zeigen sich im DE-loop der D2 Domine. Wihrend dort in
MAdJCAM negative Ladungen vorherrschen (Glu'*-Glu'®), sind in VCAM zwei positiv

146 147
).

geladene Reste zu finden (Arg -Lys
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Domain | ‘
'

v\
\ . yrd CD Loop
'/ -LDTSL-
Domain 2 —
-

Abb. 2.6: Kristallstrukturen der 1g-Doménen D1 und D2 von MAdCAM-1.1%* ¢ Das LDT-
Bindungsmotiv liegt innerhalb des CD-loops. (links: Kristallstruktur von 1998, rechts:
Kristallstruktur von 2002).

Die groBen Ahnlichkeiten in der D1 Domine zusammen mit den oben erwihnten
Ergebnissen des D2-MAdCAM/D1-VCAM-Hybrids legen den Schluss nahe, dass die
Bindung an a4-Integrine iiber die D1 Doméne erfolgt und die D2 Domine wichtig fiir die

Selektivitit ist.

2.5 Pathologische Bedeutung von a4-Integrinen

Entziindungskrankheiten und Autoimmunkrankheiten wie rheumatoide Arthritis,
inflammtaroy bowel diseases (IBD), Multiple Sklerose, Psoriasis oder Asthma werden
gegenwirtig mit relativ alten Medikamenten, wie etwa Corticosteroiden und Methotrexat
behandelt. Neuere Therapieansitze wurden basierend auf Leuktorien-Antagonisten,®” COX2

(671 oder tumor necrosis factor (TNF) blockers!®® vorgestellt.

Inhibitoren

Obwohl die genaue Ursache der Autoimmunerkrankungen nicht klar ist, weil3 man, dass
die Akkumulierung von bestimmten Leukocyten (T-Lymphocyten, Plasmazellen,
Monoyten/Makrophagen, Neutrophile) im betroffenen Gewebe entscheidend zur Pathogenese

beitragt. Wie z.T. in Kapitel 2.3 dargestellt, spielen Zelladhidsionsmolekiile zusammen mit
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den o4-Integrinen eine wichtige Rolle bei der Wanderung von Entziindungszellen vom
Blutstrom in das entziindete Gewebe. Zudem werden Adhésionsmolekiile an
Entziindungsherden tiberexprimiert.

Ein moglicher Therapieansatz bei Entziindungskrankheiten besteht in der Inhibierung von
o4-Integrinen. Dadurch wiirde die Infiltration bzw. die Aktivierung von Immunzellen
verhindert werden. Potentielle Nachteile einer solchen Therapie konnten in der Expression der
Adhésionsmolekiile auf verschiedenen Zelltypen liegen, was eine Beeinflussung des gesamten
Immunsystems zur Folge haben konnte. Trotzdem liegen bereits viel versprechende
Ergebnisse zur Therapie von Asthma, Arteriosklerose u.a. mittels selektiver Inhibierung der
a4p1/VCAM-1 Wechselwirkung vor.!®

Bei IBD ist die Expression von MAdCAM im Darm erhoht, was eine erhohte
Lymphocytenakkumulierung zur Folge hat. Klinisch kann diese Krankheit in zwei sich
iiberschneidende Phénotypen eingeteilt werden: colitis ulcerosa (UC) und Crohn-Krankheit
(CD, enteritis regionalis). Dadurch dass MAdCAM im Vergleich zu anderen
Adhédsionsmolekiilen nur auf sehr wenigen Geweben exprimiert ist, ist es ein idealer
Ansatzpunkt zur Behandlung von Darmerkrankungen, ohne das iibrige Immungeschehen
drastisch zu beeinflussen. Zur Behandlung von IBD basierend auf der Modulation der
o4pB7/MAdCAM Wechselwirkung im Darm liegen fiir die monoklonalen Antikdrper
Natalizumab (Antegren”, Elan/Biogen, South San Francisco, CA; unspezifischer o4-
Integrinligand) und LDP-02 (Millennium Pharmaceuticals/Genentech, Cambridge, MA;
selektiver a4p7-Integrinligand) bereits klinische Studien (Phase II) vor. Diese zeigten ein
deutlich verlangsamtes Fortschreiten der Krankheiten bei guter Vertréglichkeit. Natalizumab
zeigte auBerdem bei Multipler Sklerose erste Therapieerfolge.””!

Auch in der Metastasierungskaskade spielen a4-Integrine eine wichtige Rolle. Auf Zellen
des Primédrtumors verhindern a4-Integrine die Loslosung und Invasion von malignen Zellen.
Bei zirkulierenden Tumorzellen kénnen a4-Integrine die Dissemination verstirken.[”* 7!

o4-Integrinliganden besitzen somit grofles therapeutisches Potential bei Entziindungen und
Autoimmunerkrankungen und moglicherweise auch bei Tumoren, die eine a4-Integrin
abhéngige Metastasierung zeigen. Substanzen die selektiv die a437/MAdCAM Interaktion
blockieren, scheinen sehr aussichtsreich in einer Therapie von IBD zu sein. a4p1 selektive

Verbindungen wiirden die Migration von a4f1-positiven Leukocyten zu VCAM-reichen

Gewebe unterbinden. Ob Selektivititen fiir a41 bzw. a4B7 klinisch relevant sind, werden
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zukiinftige klinische Studien beantworten miissen. Allerdings werden selektiv wirkende

Medikamente hochstwahrscheinlich weniger Nebenwirkungen aufweisen.

2.6 Nichtpeptidische small molecules als a4-Integrinantagonisten

Die ersten klinischen Studien mit oben erwahnten monoklonalen Antikdrpern (monoclonal
antibody = mAB) sind sehr viel versprechend. Eine Therapie mit Antikorpern ist jedoch sehr
kostspielig, kann zu Immunreaktionen fithren und erfordert weniger wiinschenswerte
intravendse Administrationen. Die geringere Plasmahalbwertszeit von mAbs wird ebenfalls
als problematisch angesehen. Auch durch die bereitzustellende Menge angesichts der
chronischen Natur der zu behandelnden Krankheiten ist man bestrebt kostengiinstigere small
molecules als Pharmazeutika zu entwickeln. Allerdings sind kleine Molekiile, die Protein-
Protein Wechselwirkungen modulieren, oftmals sehr schwierig oder bei groB3en hydrophoben
Kontaktflichen iiberhaupt nicht zu erhalten.!”®)

Die Entwicklung potenter a4-Integrinantagonisten stiitzt sich auf die Kenntnis der
Bindungssequenzen der natiirlichen o4-Integrinliganden. Zwar erdffnet die 2001 bekannt
gewordene Struktur der Kopfgruppe des avp3-Integrins neue Moglichkeiten der
Integrinligandensuche, jedoch ist die Sequenzhomologie zu a4-Integrinen zu gering, um hier
struktur-gestiitztes Design zu erlauben. Somit ist die Wirkstoffsuche derzeit noch auf die
Liganden-orientierte Vorgehensweise beschriankt.

Zunéchst ging man bei der Entwicklung von a4-Integrinantagonisten von den Proteinen
Fibronektin, VCAM-1 und einem a4-Antikdrper aus, was zu potenten Peptiden fiihrte.
Basierend auf diesen Entdeckungen konnte Vanderslice et al. potente, cyclische VLA-4
Integrinantagonisten 1 entwickeln.””) Der erste niedermolekulare VLA-4 Antagonist (2), der
in die klinische Phase eingebracht wurde, stammt von Lin et al.”®! Derivate der Verbindung 3
konnten erfolgreich in einem Tiermodell gegen Asthma eingesetzt werden. Mittlerweile
liegen zahlreiche Patentschriften und Verdffentlichungen fiir a4-Integrinantagonisten vor.!”"!
Zwei Beispiele aus jiingster Zeit (Verbindungen 4 und 5) illustrieren, dass die Suche nach
optimalen o4-Integrinantagonisten noch nicht abgeschlossen ist. Verbindung 6 zeigt ein
Beispiel eines selektiven o4B7-Integrinantagonisten aus unserer Arbeitsgruppe.*” *! Die
angegebenen erheblich voneinander abweichenden IC50-Werte lassen sich jedoch aufgrund

der stark unterschiedlichen Testbedingungen nur schwer miteinander vergleichen. So ergeben
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sich aus zelluldren Assays meist niedriger biologische Aktivitdten als aus Testungen an

isolierten Rezeptoren.

Tabelle 2.3: Auswahl von o4 1 und 457 Integrinantagonisten.

Nr.  Struktur Rezeptor IC50 Lit.
1 c(*C-Y-L-D-V-C¥) a4pl 50nM U7

COOH
COOH

2 @me\)\f\(w\)\b adpl InM [

COOH
COOH

/r\”/N\)J\ [82]
3 @L 5 m " o4Bl 1 nM
@)
4 o O(.4Bl 36 nM [83]
MN oH a4p7 175 nM
N H

| =
s © so, "~ O adpl 0.050M g
\Q/ O 04p7 21 nM

MeO
Cl
N OH
6 (7 T adp7 1402 uMm 180811

In der vorliegenden Arbeit sollte der von J. Boer initierte Ansatz, Monosaccharide als
niedermolekulare a4-Integrinantagonisten zu verwenden weiter verfolgt werden. Dabei sollte
der Schwerpunkt auf die Synthese von Glucosederivaten gelegt werden. Im folgenden
Abschnitt wird zuniichst ein Uberlick iiber bekannte Anwendungen von Monosacchariden in

der Wirkstoffentwicklung gegeben.
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3 Gerustmimetika auf Basis von Monosacchariden

Ersetzt man in einem Peptid das backbone durch ein vollig artfremdes Riickgrat, an dem
die fiir die Effektivitit essentiellen Seitenkettenelemente des Peptid-Originals verankert sind,
so gelangt man zu sogenannten Geriistmimetika (scaffold mimetics). Seit der theoretischen

[85]

Ausarbeitung dieses Konzepts durch P. S. Farmer vor knapp 25 Jahren™" und der Entdeckung

von Morphium als Gerilistmimetikum fiir Endorphine sind =zahlreiche erfolgreiche
Anwendungen beschrieben worden.

Abb. 3.1 zeigt zwei Beispiele einer erfolgreichen Umsetzung dieses Konzepts. In
Verbindung 7b liegt ein typisches Gerlistmimetikum vor, dessen Steroidgeriist die fiir die
Bindung an allbB3-Integrine wichtigen Seitenketten in der gleichen rdumlichen Anordnung
prisentiert wie im peptidischen RGD-Peptid 7b."*%! Nichtpeptidische scaffolds basierend auf
diphenyl-Einheiten wurden kiirzlich von A.D. Hamilton et al. beschrieben: Hier zeigt das
Mimetikum 8b sogar eine deutlich hohere inhibitorische Wirkung gegeniiber der

Farnesyltransferase als der peptidische Ligand 8a.®*"!

H\”/NHZ N_ _NH
2
Nk e
NH
H
éS\N N ;
H \>:O
(6] aH
HN
H
(‘??-/N\’h
O  COH COH
7a 7b
IC50=0.1mM
Hs . . OMe
H
BUSH ST WY, Oy
2 Z H H e ¥ OH
SN 0N o
S °
8a 8b
IC50 = 340 nM IC50 =37 nM

Abb. 3.1: Beispiele fur Gertistmimetika und ihren peptidischen Vorl&ufern.
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Prinzipiell haben sich folgende Anforderungen an scaffolds als giinstig erwiesen:
- Grundkdrper oder Strukturelemente aus dem Bereich der Naturstoffe, deren orale
Verfiigbarkeit bekannt ist.
- Die Konformation soll iiber eine gewisse Starrheit besitzen, um ein Kollabieren
(hydrophobic collaps) der Struktur zu verhindern.

- Ein breites synthetisches Wissen zur einfachen Modifikation der Grundkorper

- An das Grundgeriist sollen Pharmakophore in rdumlichen Anordnungen gekniipft

werden konnen, die man aus biologisch aktiven Peptiden kennt (z.B. B-turns, y-turns).

Eine weitere Voraussetzung fiir die Wirksamkeit von Geriistmimetika ist, dass das
Amidriickgrat keine fiir die Bindung an das target wichtigen Bindungen eingeht.

R. Hirschmann et al. entwickelte Anfang der 90er Jahre in Zusammenarbeit mit K. C.
Nicolaou Geriistmimetika auf Basis von Monosacchariden. Alle oben genannten giinstigen
Eigenschaften treffen dabei auf das verwendete scaffold zu. Vergleicht man geometrische
Parameter von Monosaccharidgeriisten und Amidriickgrat, so wird ersichtlich, dass man
durch Zuckergeriiste besonders gut BI’-turns und y-turns und auch andere privilegierte
Strukturen wie BII’-turns, BII-turns oder a-helikale Strukturen imitieren kann.**

Ausgehend von einer Konformationsanalyse des somatostatinanalogen cyclischen

Hexapeptids 9 (Veber-Hirschmann-Peptid) wurde das backbone des B-turns mit den fiir die

Aktivitdt wichtigen Seitenketten von -Phe-D-Trp-Lys- durch ein B-D-Glucose Geriist ersetzt.

7 H
O)LN N— WA NH
N : 0 O;L

©co NH
H

o]

HO
NH,
9

IC50 = 0.019 uM IC50 =15 uM

Abb. 3.1: Veber-Hirschmann-Peptid im Vergleich mit einem de-novo designten

Glucosegeristmimetikum.

Wenngleich die Affinitit zu AtT-20 Zellen (Expression von verschiedenen
Somaotstatinrezeptoren) der nichtpeptidischen Verbindungen um drei GroéBenordnungen

geringer ausféllt, als die der peptidischen Referenz, wurde die prinzipielle erfolgreiche
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Anwendung von Monosacchariden als Gerlistmimetika erstmals gezelgt 1 PO 1 weiteren

Untersuchungen wurde der Einfluss unterschiedlicher Konfigurationen auf die biologische

Aktivitét getestet. i
LT ey bt
7—O(CH,)sNH, O(CH,)sNH, (§ O(CH,)sNH,
11 12 13
D-Glucosid L-Glucosid L-Mannosid
IC50(AtT20) 15 uM 47 M 7 uM
IC50(NK-1) 120 uM <1 pM 1 uM
IC50(hSSTR) 4.0 uM 4.4 M 4.0

Abb. 3.2: Abhéangigkeiten der biologischen Aktivitat von enantiomeren und diastereomeren
Mimetika.”"!

Wihrend sich bei der Affinitdt zum NK-1 Rezeptor deutliche Unterschiede bei den
verschiedenen Stereoisomeren zeigen, sind die IC50-Werte in den beiden anderen Féllen sehr
dhnlich. Leider geben die Autoren keine Fehler bei den IC50-Werten an, so dass der Einfluss
von Konformation auf die biologische Aktivitit sehr schwer zu bewerten ist. Moglich wire
eine nicht spezifische Bindung an Somatostatinrezeptoren und eine spezifische an den NK-1
Rezeptor.

Im Falle von RGD Mimetika konnten nur nichtaktive bzw. schwach aktive
Glucosederivate erhalten werden. K. C. Nicolaou et al. begriindeten dies mit einem moglichen
Mangel einer rigiden Struktur.”?! AuBerdem ist bei c(RGDfV) mindestens eine der in Abb. 14

angezeigten Amidbindungen fiir die Aktivitit wichtig.!”!
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Q
= ,OCH
Ny H5CO, 3 H
! HO ,\{
NYNH }\/O\\\ fe) ’////O\/\/ YNH
H,N o H,N
15 Ab

Abb. 3.3: ¢(RGDfV) und ein Mimetikum basierend auf Glucose.

N. Moitessier et al. synthetisierten Bibliotheken von Xylosederivaten in Losung. Insgesamt
resultierten daraus neun Minibibliotheken mit jeweils 16 verschiedenen Substanzen der
allgemeinen Formel 16, welche auf ihre Fahigkeit der Inhibierung der Zelladhdsion von
Vitronectin an oavp3-Integrine getestet wurden. Aus der aktivsten Mischung konnte
schlieBlich 17 als moderat aktiver avp3-Integrinligand identifiziert werden.”” Das erhaltene

Xylosederivat zeigte dabei die gleiche biologische Aktivitdt wie das Vergleichspeptid RGDS.

0 0
R0 HO,CH,CO
R% , = “""Bno
oR! OCH,CH,NHR 5 OCH,CH,NH

Bn
16 17

R1,RY,R! = OBn, CH,COOtBu

4_
Ri= _—— —~ph ———N

—~—-NH; _—— __NH__ |

Abb. 3.5: Aus neun Minibibliotheken der allgemeinen Struktur 16 wurde ein moderat aktiver

av/33-Integrinligand 17 identifiziert. [

P. V. Murphy et al. beschrieben kiirzlich das Design und die Synthese von
Monosaccharidderivaten, die eine Hemmung der HIV-1 Protease in mikromolaren
Konzentrationen zeigten (s. Abb. 3.6).>*?) Auffallend ist, dass die aktivste Verbindung 19
den hochsten logP-Wert von 4.62 und die inaktive Verbindung 23 mit -1 den geringsten logP-

Wert aufweist. Dies ldsst zwei Schliisse zu: Entweder sind die aromatischen Seitenketten
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notwendig, um hydrophobe Bindetaschen in der Aspartylprotease auszufiillen oder die

erhaltenen Verbindungen gehen nur unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen mit dem

0 ~ i
MeO Bno OMe PivO OPh

Enzym ein.

OH
18 19
Re R,
Rs%o - OR;

Rs

20-26
Ry R> R; Ry Rs Re IC50 [um]
18 4.85+1.63
19 3.81 £1.11
20 Me OH H Bn H NHCbz 4.66 £2.21
21 Me OH H Bn MPM NHCbz 4.48 +0.98
22 Me OH H Bn MPM NHAc 7.74 £3.19
23 Me H OH H H NHBoc nicht aktiv
24 Me H OH Bn H NHAc 5.06 £0.61
25 Ph H OH Piv H OPiv 3.97 £1.00
26 Ph H OH H H NHAc 8.95+1.48

Abb. 3.6: HIV-1 Inhibitoren auf Basis von Zuckergeristen und biologische Aktivitaten. Klinisch

genutzte Derivate zeigten Aktivitaten zwischen 0.37 und 0.53 nM.I*!

Zur kombinatorischen Synthese an der Festphase immobilisiert werden konnten

[97]

Monosaccharide als in drei Positionen entschiitzbare Aminouronsidure-Derivate, als

[98

selektiv deblockierbare Glucose- und Galactosegeriiste in vier'”® und schlieBlich auch in fiinf

[99

Positionen.””! Abb. 3.7 zeigt einige der kiirzlich vorgestellten Bausteine. Von H. Kunz et al.

wurde kiirzlich Verbindung 27 vorgestellt, welche an vier Positionen in beliebiger

Reihenfolge an der festen Phase entschiitzt werden kann.!'""!
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OLey -OTBDPS

N3
HO,C
PMBO HO
TBSO S FmocHN OMe
PMBO

NHAloc OAc

OCH2C02Me
OCIAc
29

27 28

Abb. 3.7: Monosaccharid Bausteine 27,1 281" und 29M°Y fiir kombinatorische Synthesen.

Die dargestellten Beispiele zeigen, dass Monosaccharide als geeignete scaffolds prinzipiell
in der Wirkstoffforschung eingesetzt werden konnen. Bislang ist dieser Zugang zu
potentiellen neuen Wirkstoffen auf die nicht-industrielle Forschung beschriankt, da der
Aufwand fiir die Darstellung kleiner Bibliotheken noch sehr grof3 ist. Mit zunehmender
Etablierung von kombinatorischen Kohlenhydratsynthesen an der festen Phase sollte man in

Zukunft jedoch schneller zu einer groeren Anzahl von Substanzen gelangen.



4 MONOSACCHARIDE ALS 04-INTEGRINANTAGONISTEN 26

4 SYNTHESE UND BIOLOGISCHE EVALUATION VON
MONOSACCHARIDEN ALS a4-INTEGRINLIGANDEN

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Minibibliotheken von ausgewéhlten Monosacchariden in
Losung synthetisiert werden. Daraus sollten definierte Strukturen resultieren, die einzeln im

Zelladhésionsassay auf ihre Fahigkeit die Adhision von VCAM-1 bzw. MAdCAM-1 an das

o4B1-Integrin bzw. a4f7-Integrin zu inhibieren, getestet werden sollen.

4.1 Bisheriger Kenntnisstand und Ziele

Zu Beginn der Arbeit wurde von J. Boer ein von einem aktiven Cyclohexapeptid 30"

103]

abgeleitetes Mannosederivat 32!'%! gefunden, welches bei einer Konzentration von 2 mg/mL

die Adhésion von a4p1-Integrin exprimierenden Zellen an VCAM-1 zu 70% inhibierte.

COOH >\
o . 6 O/Y
-0
N MeO™ 4 OH
T MeO Ot COOH

N 5
H 3 2 1
HN —
o o—\
— 31
H OH
' N N
AW (e} o
o) MeO -
OH MeO O g COOH
30 32

Abb. 4.1: Nichtpetdidische Peptidmimetika basierend auf f-D-Mannose ausgehend von einem

aktiven Cyclohexapeptid. Die firr die Bindung essentiellen Seitenketten sind fett dargestellt.

Die Verbindung 32 sollte nun weiter verdndert und moglichst im Hinblick einer
Verbesserung der biologischen Aktivitdt modifiziert werden. Dabei standen folgende Fragen
im Mittelpunkt:

- welchen Einfluss hat das Stereozentrum in Position 2 ? Es sollten Minibibliotheken von

B-D-Glucosederivaten zur biologischen Testung bereitgestellt werden.

- welchen FEinfluss hat die Lénge der Seitenkette in Position 6 ? Ist es mdglich sie zu

verkiirzen und somit ein starreres Geriist ohne Aktivitidtsverlust zu verwenden?
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- Ist es unter Beibehaltung bzw. Verbesserung der biologischen Aktivitdit mdglich,
metabolisch stabilere C-Glycoside bzw. C-Mannoside zu verwenden?

- welchen Einfluss haben die Methoxygruppen in Position 3 und 4?

Im Verlauf der Arbeit konnte durch E. Locardi aullerdem ein o4dp7-selektives

(1941 Wwelches im Zelladhisionsassay einen IC50 Wert

Mannosederivat 383 gefunden werden,
von 420 uM gegeniiber der Adhdsion von a4B7-Integrin exprimierenden 38C1337-Zellen an
MAdCAM aufwies. Derivate mit verkiirzter Seitenkette in Position 6 und a-konfigurierte
Mannoside waren nicht in der Lage die Adhdsion von MAdCAM an a4p7-Integrine zu

inhibieren (Tab. 4.1).
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Tab. 4.1: Minibibliothek von Mannosederivaten und biologische Aktivitat.

38-B7 (a4B7)  Jurkat (adBl)
MAdCAM-1 VCAM-1

adhesion [%]" adhesion [%]

33b @éﬁLeu—Asp—Thv—NHz 10£8 10+ 6

34° ceai e serpocls 1. 2+12
35 g i 100+ 19 60 £ 15
o Mﬁ‘%‘ﬂi\oﬁgw 100 £21 100 + 20
36 B QEV 100+22 100+ 19
« ﬂr 100 = 20 98+ 22
37 B *é 80 £16 82+ 15
a T 6419 8119
38 B 15 +6 77+5
o é“«r 90 +11 89 + 14
39 B 76 + 10 100+ 18
o o «Ofw 100 = 20 100+ 22
40 B 100 + 7 86+ 10
o g\ﬂ( 100 20 100+ 11
41 B Y 100 + 14 86+ 16
o e 100+ 7 92+ 15
42 B gﬁ 100 + 10 100 + 21
@ e 100210 97+ 15
43 B g\ 100+ 11 100 + 21
o e o 100414 100+ 18

Da bislang nur 3-Mannoside eine gewiinschte biologische Aktivitét zeigten, sollte zunéchst
das Hauptaugenmerk auf die Synthese von B-Glycosiden gelegt werden, um einen direkten
Einfluss des Stereozentrums in Position 2 zu untersuchen. AuBlerdem wurde in den letzten
Jahren eine Vielzahl von a4-Integrinantagonisten gefunden, welche anstelle der Threonin-
[83, 105, 106]

Seitenkette Phenylalanin (oder Phenylalaninderivate) als Pharmakophor besitzen.

Die zuerst gefundene Erkennungssequenz fiir a4-Integrine war LDV. Daher sollten zu den in
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obiger Tabelle analoge Glucosederivate sowohl mit Phenylalanin-, Valin als auch
Serinseitenketten in Position 2 synthetisiert werden. Die essentielle Aspartatseitenkette wird
sowohl iiber O-glycosidische sowie als C-glycosidische Verkniipfungen an das Geriist

gebunden.

Serin/Phenylalanin/
ydrophobe . |Valin Mimic
uppen

Abb. 4.2: Monosaccharide als o4-Integrinantagonisten mit den Pharmakophoren in Position 1, 2
und 6. Die Hydroxyfunktionen in Position 3 und 4 sollen als Ether in hydrophobe Gruppen
Uberfuhrt werden.

4.2 Synthese von Glycosiden

Bei der Synthese ist zundchst darauf zu achten, dass die pharmakophoren Gruppen in den
Positionen 1, 2 und 6 unabhéngig voneinander eingefiihrt werden konnen. Aulerdem sollten
die gewiinschten Seitenketten in Position 3 und 4 im Molekiil bereits enthalten sein.
Insgesamt wurden Verbindungen mit drei verschiedenen Resten in Position 3 und 4

synthetisiert (Abb. 4.3).
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Leu
Mimic

BnO

OBn

OBn

A
\ TBAF O OAcC

: Y,4

TBDPSCI/

Trt;CI/Pyrid|n Pyridin

y! PhSH/SnCI‘y A
OTBDPS

MeO 0 N A 0 OMe
HO OH MeO OBn
-A
OH A o OMe Ho,PAIC! | gy
. "

CSAITMOF/MeOH; "' H*(TFA)

H* OTrt OTrt

Abb. 4.3: Orthogonal geschiitzte Monosaccharide

Bei Verbindungen des Typs A und B bot sich fiir das anomere Zentrum der Schutz iiber
das Methylacetal an, welches durch stark saure Bedingungen wieder gespalten wird. Unter
diesen Bedingungen sind die an den anderen Positionen vorliegenden Ether stabil. Dagegen
wiirde bei Verbindungen des Typs C die eingefithrte CDA-Gruppe in den Positionen 3 und 4
durch saure Bedingungen wieder entfernt werden, was eine Verwendung von sdure- und
basestabilen Thioacetalen am anomeren Zentrum notwendig machte. Die Hydroxyfunktion in
Position 6 kann mittels sterisch anspruchsvoller Gruppen wie der Trityl- (Trt) oder tertButyl-
diphenyl-silyl-Schutzgruppe leicht erreicht werden. Da bei den Endverbindungen in Position
2 zum Teil ohnehin die Seitenkette von Phenylalanin eingefithrt wird, ist hier die

Benzylschutzgruppe das Mittel der Wahl.
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4.2.1 Synthesen von in 1-, 2- und 6-Stellung selektiv substituierbaren
Glucosederivaten

Es wurden zwei Synthesestrategien verfolgt, um in 1-, 2- und 6-Stellung selektiv
substituierbare Glucosederivate zu erhalten. Bei ersterer wurde die anomere Position als
Methylacetal geschiitzt eingesetzt, was in der Folge eine saure Entschiitzung erfordert.

Ausgehend von kduflichem Methyl-a-D-glycopyranosid wurde durch die von Qin et al.

vorgestellte Methode!'"”)

iiber das Dibutylstannylacetal die 2,6-dibenzylierte Verbindung 46
regioselektiv in guten Ausbeuten erhalten. Dabei wurde ausgehend von der Originalvorschrift

ein up scale von einem Gramm Edukt auf die 25-fache Menge ohne Ausbeuteverlust

erarbeitet.
O
BU\ /
OH _ Sn _
~o OBn
o Bu
HO 1.Bu,SnO/Toluol o 2. BnBr HO fo)
HO ——————> | HO > HO
-H0 HO
OH
OMe (e} BnO oM
L OMe | e
BU\ s/
Sn 80-90 %
44 45 / AN
(@]
Bu

AbD. 4.4: Regioselektive Dibenzylierung von Methl-a-D-glycopyranosid.

Der Mechanismus der regioselektiven Benzylierung kann gut durch z.T. polymerer
Zwischenstufen 45 beschrieben werden: Durch die Bildung von Stannylacetalen in den
bevorzugten Positionen 2 und 6 wird die Nukleophilie der dort befindlichen Sauerstoffatome
stark erhoht, was eine selektive Reaktion mit Benzylbromid bei Temperaturen von 80-90 °C
zur Folge hat.

Durch anschliefende Methylierung und Entfernung der Benzyl-Schutzgruppen wird 48
erhalten, wobei die Positionen 3 und 4 bereits als gewiinschte Methylether vorliegen und der
primére Alkohol in Position 6 leicht selektiv modifiziert werden kann. Dies gelingt einfach

durch Reaktion mit Tritylchlorid in siedendem Pyridin.
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OBn OH OTrt
1. NaH/ Mel
Ho 0 2. H/PAIC  MeO O TClPyridin  peo 0
HO ————>  MeO —_— MeO
BnO HO HO
OMe OMe OMe
46 48 69 % 49 759%

Abb. 4.5: Synthese eines in den Positionen 1, 2 und 6 selektiv substituierbaren Glucosederivats.

Fiir Monosaccharide des Typs C wurde eine Schutzgruppenstrategie, die zum Schutz der
Positionen 3 und 4 bei Mannosederivaten zu guten Selektivitdten fiihrt, auf Glucosederviate
iibertragen. Ley et al. fiihrten 1994 Cyclohexan-1,2-diacetale (CDA) als Schutzgruppe ein.
Dabei konnte 51 in die 3,4-geschiitzte Verbindung 52 in Ausbeuten von knapp iiber 50 %
iiberfiihrt werden. Als Hauptnebenprodukt fiel 53 und daneben geringe Mengen anderer

108
Isomere an.!'%!

CSA/TMOF
+ HO MeOH
OMe
OMe

50 53 % 10 %

Abb. 4.6: Synthese von 3,4-CDA-geschiitzten Mannosederivaten.“og]

Die Selektivitdt der Reaktion ist im stabilisierenden Einfluss der vier anomeren Effekte im
entstehenden Ketal und der 4quatorialen Anordnung aller vier Alkylsubstituenten der
zentralen 1,4-Dioxaneinheit begriindet. Wendet man die Reaktion fiir Glucosederivate an, so
sind keine Selektivititen zu erwarten. Weil aber die Synthese selektiv 3,4-geschiitzter
Glucosederivate mit anschlieBender Umschiitzung tiber mehrere Stufen sehr aufwéndig ist,
und die CDA-Gruppe im Endprodukt erhalten bleiben sollte, wurde die mangelnde
Selektivitdt in Kauf genommen. So wurde 56 durch eine etwas modifizierte Vorschrift in
Ausbeuten von ca. 40 % erhalten. Als Nebenprodukt fiel das 2,3-verbriickte Derivat in
gleicher Menge an. Die im Zwischenprodukt 55 vorhandene, sdure- und basenstabile
Thiophenyl-Schutzgruppe wurde zuvor ausgehend von 54 in zwei Stufen in Anlehnung an

eine Vorschrift von K.C. Nicolaou et al.'*! eingefiihrt.
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OAc OH OH
OMe
1. PhSH/SnCl, CDA/CSA/TMOF
AcO Q 2. NaOMe HO o} - o o
AcO ——————> HO SPh o SPh
AcO HO HO o
OAc 550, OMe 40 %
54 55 56

Abb. 4.7: Synthese eines 3,4-CDA-geschitzten Glucosederivats.

Die 3,4-Verbriickung konnte durch die Aufnahme von HMBC-Spektren eindeutig

nachgewiesen werden.
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Abb. 4.8: HMBC-Spektren der Regioisomeren 57 und 56.
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Ausgehend von 56 konnte in vier Stufen 59 in guten Ausbeuten erhalten werden (s. Abb.
4.9). Als tempordre Schutzgruppe fiir die Position 6 wurde die tertButyl-diphenyl-silyl-
Schutzgruppe gewihlt, die selektiv wieder durch Reaktion mit TBAF entfernt werden konnte.

OCH,CH(CHa),

1. TBDPSICI

5 B, MsOCHZCH (CHs)
56 _

3. TBAF

75 % 94 %
58 59

Abb. 4.9: Synthese von 59.

Die Einfilhrung der Benzyl- und Isobutyl-Reste erfolgte nach der Williamsonschen
Ethersynthse. Wahrend die Reaktion mit dem sehr reaktiven Benzylbromid sehr gut in THF
mit KOH als Base verlaufen, sind Ethersynthesen mit Isobutylbromid sehr langsam.
AuBerdem neigt Isobutylbromid (und auch Isopropylhalogenide, s. weiter unten) stark zur
Eliminierung von HBr. Daher wurden die entsprechenden Mesylate synthetisiert und fiir
Veretherungen eingesetzt.!''” Zur Erhohung der Nukleophilie der Alkoholate wurden

auBerdem 0.1 Aquivalente Kronenether 18-c-6 zugegeben.

4.2.2  Synthese von B-Glycosiden

Der Schliisselschritt in der Synthese der geplanten Verbindungen ist die stereoselektive
Einflihrung des Aspartyl-Pharmakophors am anomeren Zentrum. Das Mittel der Wahl fiir die
Synthese von B-Glycosiden ist die Koenigs-Knorr-Reaktion - die dlteste und immer noch am
hiufigsten angewandte Reaktion zur stereospezifischen Synthese von 1,2-trans-Glycosiden
ausgehend von Alkohlen und Glycosylhalogeniden.!"'!! Letztere liegen aufgrund des starken
anomeren Effekts bei Halogeniden vorwiegend als o.-Anomere vor.

Die Reaktion ist von heterogener Natur und verlduft unter Inversion der Konfiguration des
anomeren  Zentrums. Man  nimmt an, dass bei  Verbindungen  ohne
Nachbargruppenbeteiligungen durch Reste in Position 2 das a-Glycosylhalogenid mit seinem
Halogenatom an die Oberfldche des Silbercarbonats vorkoordiniert und so die ,,a-Seite* des
Glucosederivats abgeschirmt wird. Der Angriff des Alkohols kann demnach nur von der ,,3-
Seite” in einer Sn2-artigen Reaktion erfolgen. Es entsteht mit guten Ausbeuten nahezu

ausschlieBlich das B-Glycosid. Daneben fillt das entsprechende Silberhalogenid an.
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OCH,CH(CHs3),
OFEt

B0 [e) HO
n
BnO /

o

Abb. 4.10: f-Glycosylierung via Koenigs-Knorr-Reaktion.

Die zur Koenigs-Knorr-Reaktion notwendigen Halogenide sind aus den entsprechenden
Methylglycosiden durch Reaktion mit HCI in Essigsdure/DCM-Gemischen zugéinglich.
Um die prinzipielle Durchfiihrbarkeit des geplanten Syntheseweges zu zeigen, wurde

zunidchst eine Verbindung des Typs A in sieben Stufen dargestellt.

OH OCH,CH(CH
1.Tr-CliPyr OCH,CH(CHy), 2CH(CH3),
2.BnBr/KOH/18-c-6 1.HCI

o 3.DCM/TFA/H,O/ 2.Ag,CO3/HOCH,CO,Et o
HO o TIPS Bno O BnO
BnO OCH,COOH
BnO i 2
4.1sobutylmesylat/ 3.LiOH
OH KOH/18-c-6 BnO BnO
OMe 43% OMe 11%
44 60 61

Abb. 4.11: Synthese von 61.

Als tempordre Schutzgruppe fiir die Position 6 wurde die Tritylgruppe gewdhlt. Unter den
Bedingungen der sauren Entfernung mit 2%iger TFA bleibt das anomere Zentrum erhalten.
Die ersten vier Schritte der Synthese — Schiitzen, Benzylierung, Entschiitzen und Verethern
mit Isobutylmesylat — verliefen mit guten Ausbeuten. Der problematischste Schritt in der
Synthese ist die Halogenierung am anomeren Zentrum unter stark sauren Bedingungen. Bei
Verwendung von HCl-gesittigtem Ether oder DCM als Losungsmittel war die Umsetzung
sehr langsam und unvollstindig, wahrend in HCI-gesittigter Essigsdure bei lidngerer
Reaktionszeit bei 0 °C zunehmend Zersetzung der Zucker zu beobachten war. Daher wurden
bei dieser und bei anderen Umsetzungen Essigsdure/DCM-Gemische verwendet und eine
nicht vollstindige Umsetzung in Kauf genommen. Auf weitere Optimierungen wurde
verzichtet, da diese Reaktion einer der letzten Schritte in der Synthesesequenz war. Die
anschlieende Koenigs-Knorr-Reaktion verlief hier und bei anderen analogen Umsetzungen

in Ausbeuten zwischen 50 und 70 %. Als Nebenprodukt bei der Reaktion mit
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Glykolsdureethylester konnten hier und in anderen Féllen entsprechende Ethylglycoside
gefunden werden. Die abschlieBende unproblematische Verseifung des Esters mit LiOH in
einem Dioxan/Wasser-Gemisch wurde in analogen Reaktionen ebenfalls eingesetzt.

Die potentiellen LDV-Mimetika 64 und 65 wurden aus 48 durch die oben erlduterten

Methoden dargestellt.
OH OR! OR?
1.Tr-Cl/Pyr
2. iPrMesylat/KOH/ 1.HCI
18-c-6 2.Ag,CO4/HOCH,CO,Et o)
MeO S 3. TFA/H,O/TIPS  MeO R 920 2 MeO
MeO _ MeO - MeO OCH,COOH
4.I1sobutylmesylat/ 3.LIOH
OH KOH/18-c-6 (CHg),CHO (CHg),CHO
OMe OMe

. 1, . 1,
1. iPrMesylat/KOH/ 62: R'=CH,CH(CHg), 64: R'=CH,CH(CH3)2
48 18.c6 63: R'=CHy(CHy), 65: R1=CH,(CHj),

Abb. 4.12: Synthese von 64 und 65.

Nach den gleichen Methoden konnten auch die Verbindungen 68 und 69 mit der

Benzylseitenkette in Position 2 aus 49 erhalten werden.

OTrt OR! OR!
1. BnBr/KOH/ Lhc
. BnBr,
2.A HOCH,CO,Et
MeO O 2. TFAIH,0OTIPS  MeO 8 02C04HOCH,CO, MeO Q
MeO - . MeO —_— MeO OCH,COOH
1 N 3.LiOH
on|  3R'Ms/ KOH/18-c-6 Bno B0
OMe OMe
66: R'=CH,CH(CH3), 68: R'*=CH,CH(CHjg),
49 67: R1=CH,(CH3), 69: R1=CH,(CH3),

Abb. 4.13: Synthese von 68 und 69.

Fiir die Synthese von Verbindungen mit dem Serin-Pharmakophor in Position 2 wurde die
Seitenkette als Benzyl-geschiitzter Ether eingefiihrt, der im letzten Schritt mit Pd/C in MeOH

quantitativ hydrogenolytisch gespalten wurde.

OTrt OR!
1. BrCH,CH,OB el
. BrCH,CH,0Bn
oo o 2 TPAILSORTPS 2.Ag,CO4/HOCH,CO,Et MeO 0
MeO I - - MeO OCH,COOH
) 3.LiIOH
ol  3-R*Ms/ KOH/18-c-6 BnOCH,CH,0 4.H,/PdIC HOCH,CH,0
OMe OMe
70: R'=CH,CH(CHj3), 72: R'=CH,CH(CHg),
49 71: R1=CH,(CH,), 73: RI=CH,(CHj),

Abb. 4.14: Synthese von 72 und 73.

Bei der Durchfithrung der Koenigs-Knorr-Reaktion bei obigen Verbindungen wurden
zundchst deutlich erniedrigte Ausbeuten festgestellt. Die Analyse der Nebenprodukte ergab
neben dem Ethylglycosid auch Verbindungen in denen die Benzylschutzgruppe der
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Seitenkette in Position 2 in Folge der Bildung von bicyclischen Verbindungen 75 abgespalten

wurde.
OR!? OR!
o)
MeO Q MeO
MeO OEt MeO o)
BnCH,CH,O OA
74 75

Abb. 4.15: Nebenprodukte der Koenigs-Knorr-Reaktion.

Bei der Synthese des zum gefundenen oa4f7-selektiven Mannosederivat 383
korrespondierendem Glucosederivat wurde von 59 ausgegangen. Thioglycoside sind
allgemein durch die hohe Nukleophilie des Schwefels mit elektrophilen Reagenzien
aktivierbar. Durch die Positivierung am S-Atom entsteht somit eine gute Abgangsgruppe.
Setzt man das Thioglycosid mit Brom in DCM bei 0 °C um, so erhélt man in 30 Minuten das
Bromglycosid in guten Ausbeuten. Die anschlieBende Koenigs-Knorr Reaktion und

Verseifung des Esters fiihrte schlielich zur gewiinschten Verbindung 76.

OCH,CH(CHa), OCH,CH(CHa),

OMe 1.Br,/DCM, 0° C OMe
2.Ag,CO4/HOCH,CO,E
0
0 o 0
© SPh 3.LiIOH o OCH,COOH
BnO BnO
OMe OMe
59 76

39 %

Abb. 4.16: Synthese eines Bromglycosids aus dem Thioglycosid und anschlieRende Koenigs-

Knorr-Reaktion.

Die Stereoselektivitit der Koenigs-Knorr-Reaktionen bei Glycosiden wurde durch 'H und
BC-NMR Spektroskopie, sowie durch Messung der direkten 'J(*C-"H) Kopplungskonstante
nachgewiesen. Im 'H-NMR Spektrum liegt das Signal des direkt am anomeren C-Atom
befindlichen Protons im Vergleich zum a-Anomer um 0.3-0.5 ppm hochfeldverschoben und
weist eine typische diaxiale *J("H-'"H) Kopplungskonstante von 7-9 Hz auf. Das Signal des
anomeren C-Atoms ist im Vergleich zu dem a-Anomer um ca. 5 ppm tieffeldverschoben und
ist bei einer Verschiebung von ca. 103-106 ppm zu finden. Ein weiteres
Unterscheidungskriterium fiir a- und B-Glycoside ist die stereochemische Abhéngigkeit der
1J(13C—1H) Kopplungskonstante: Fiir das p-Anomer erhdlt man Werte <160 Hz und fir o-

Anomere Werte >170 Hz.!''?!
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4.2.3  Synthese von a-Glycosiden

Die von Schmidt et al. eingefiihrte Trichloracetimidatmethode zahlt zu den am haufigsten
angewendeten und erfolgreichsten Glycolysierungsmethoden. Durch basenkatalysierte
Addition von Trichloracetonitril an die freie Lactol-Gruppe eines ansonsten geschiitzten
Saccharids kann man in Abhidngigkeit der Reaktionsbedingungen o- oder

(1] Die so erhaltenen Trichloracetimidate sind stabile und

B—Trichloracetimidate erhalten.
héufig kristalline Verbindungen. Durch Reaktion mit Nukleophilen entstehen unter
Standardbedingungen (unpolares Losungsmittel, inaktive Nachbargruppe an C-2, tiefe

Temperaturen) iiberwiegend die invertierten Glycoside durch eine Sy2-artige Reaktion.

OR OR OR
DCM, NaH, DCM, K,CO5
o) Trichloracetonitril o) Trichloracetonitril o
RO - R ——~ RO
RO RO RO o cCly
" T
RO RO RO
o\ﬂ/cu3 I

sNzl NH l SN2
B-Glycosid a-Glycosid

[113]

Abb. 4.17: Darstellung von Glycosiden nach der Trichloracetimidatmethode.

Die fiir die Trichloracetimidatmethode notwendigen C-1 ungeschiitzten Saccharide 77 und
78 wurden durch saure Hydrolyse der Methylglycoside mittels Trifluormethansulfonséure
(TFMSA) in Essigsdure in Ausbeuten von 70-90 % erhalten.!"'” Die anschlieBende kinetisch
kontrollierte Addition von Trichloractonitril ergab in {iberwiegender Menge die [-
Trichloracetimidate (a:f=1:7). Die folgende Umsetzung mit dem elektrophilen Promotor
Trimethylsilytriflat und dem Glycosylakzeptor Glykolsdureethylester ergab die a-Glycoside
79 und 80 (ou:f=4:1).
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OCH,CH(CH3), OCH,CH(CH3), OCH,CH(CHs),
- o TFMHS;?)’ACOH - q  KecoyCoheN o
RO —_— RO - RO OCNHCCly
BnO BnO OH BnO
OMe
70-90% Sp2 50-70%
77: R=Me
78: R=Bn
OCH,CH(CHy3),
RO R
RO
BnO OCH,COOH
79: R=Me 70-80%
80: R=Bn
Abb. 4.18: Darstellung von Glycosiden nach der Trichloracetimidatmethode.

Eine analoge Umsetzung mit Verbindungen mit einem 2-Benzyloxyethyl-Rest in Position

2 scheiterte an der Bildung von dem bereits weiter oben angefiihrten bizyklischen Produkt 75

unter den sauren Bedingungen der Acetalspaltung. Daher wurde das zu 72 korrespondierende

o-Anomer iiber den in Abb. 4.19 gezeigten Weg synthetisiert.

OH

_ OMe 1. MSOCH,CH(CH)s
1. TBDPSICI 2. TFA
2. BrCH,CH,0Bn
56 S CTTRRR o Q E——
3. TBAF o SPh
BnOCH,CH,0
OMe 60 %
81

0}
OCH,COOH
48 %

Abb. 4.19: Darstellung von 84.

OCH,CH(CHg),

HO o

HO SPh

BNOCH,CH,0
65 %
82

Mel

OCH,CH(CHg),

O
MeO

MeO
BNOCH,CH,0

83 89 %

Die Darstellung des a-Anomers von 76 gelang aus 59, durch eine Sx2-artige Reaktion des

Glycosyldonors 59 mit einem groBen Uberschuss an Glykolsiureethylester. Nach Verseifung

des Esters konnte 85 in 37%iger Ausbeute iiber zwei Stufen erhalten werden.
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OCH,CH(CH OCH;CH(CH
OMe 2CH(CHa)2 OMe 2CH(CHa)2
o 1.Br, DCM/HOCH,CO,E, 0° C o
O O
O SPh 2 LiOH O
BnO BnO OCH,COOH
OMe OMe
37%
59 85

Abb. 4.20: Darstellung von 85.

4.2.4  Synthese von C-Glycosiden

C-Gylcoside sollten im Vergleich zu O-Glycosiden metabolisch stabiler sein und
auflerdem werden durch die Verkiirzung der Seitenkette um eine Bindung, starrere Molekiile
erhalten.

1992 berichteten Demailly et al. iiber ein einfaches Verfahren zur stercoselektiven
Darstellung von C-Glycosiden iiber eine Reaktion vom Wittig-Typ ausgehend vom Lactol.!'"!
Dabei wurden tetrabenzylierte Monosaccharide mit Tributylphosphin, groBem Uberschuss Zn
und Bromessigsduremethylester in siedendem Benzol versetzt. Die Reaktion verlief {iber das
isolierbare Reformatsky-Intermediat 84 und lieferte nach Wasserabspaltung und
anschlieender Zyklisierung stereoselektiv das B-C-Glycosid in 64%iger Ausbeute. Die
Reaktion wurde zum Wittig-Typ geordnet, da ohne Tributylphosphin die Reaktion lediglich

zum Hydroxyester 88 fiihrte. Eine nachtragliche Zugabe von Tributylphosphin bewirkte keine

Dehydratisierung.
OBn OBn OBn
Zn/BusP OH OH
o] 3 BnO BnO
B o BrCH,CO,Me g4 CH,COOMe————  BnO =
-H20 COOMe
Bno o BnO %, BnO
86 87 88
OBn
BnO R
BnoO CH,COOMe
BnO

89

Abb. 4.21: Darstellung von -C-Glycosiden nach Demailly et al.'"”]
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Beim Anwenden dieser Reaktion auf 77 ergab sich ein Diastereomerenverhéltnis von 5.5:1
zugunsten des PB-C-Glycosids. Die Gesamtausbeute bezogen auf die beiden Anomeren war
mit 77% zufrieden stellend. Beim mehrmaligen Durchfiihren der Reaktion zeigte sich sich
eine sehr schlechte Reproduzierbarkeit der Reaktion. Als essentiell fiir eine erfolgreiche
Durchfiihrung erwies sich das Anitzen von elementarem Zink mit verdiinnter Salzsdure und
das Verwenden von absolutem Benzol. Die anschlieende Esterverseifung ergab schlie8lich

die gewiinschten diastereomeren Endverbindungen 91 und 92.

OCH,CH(CH3) OCH,CH(CHa); OCH,CH(CHa),
Zn/BugP
MeO— _BICH,COMe _ MeQ oM Meo R
e
MeO CH,C OOMe MeO CH,COOH
BnO
7% 80-90%
p=5.5:1 .
77 ¢ ﬁgo 91: a-Glycosid
92: B-Glycosid

Abb. 4.22: Darstellung von f-C-Glycosiden.

4.2.5 Synthese von Mannosederivaten

Zunéchst musste fiir die biologischen Testungen das als a4f7-selektiv beschriebene

. 104
Mannosederivat ausgehend von 51 nochmals hergestellt werden.!'*"
OH OH
OH OMe OMe
OMe
OH OBn
OMe O csamvor _O  BnBrKOH/ o
+ HO - MeOH o DMSO (o)
HO —_— o _— o
OMe
OMe SEt OMe SEt OMe SEt
50 51 52 36% 93 57%
1.iBuMs
2.Br,/DCM
OCH,CH(CH OCH,CH(CH
OMe 2 ( 3)2 OMe 2 ( 3)2
OBn 1. HOCH,COOEt OBn
_ Ag,CO
o o) g2C03 o o)
o 2. LioH o
OCH,COOH
OMe OMe Br
38a: a-Glycosid 48% (o:p=1:3) 94 5204

38B: p-Glycosid

Abb. 4.23: Synthese eines von E. Locardi beschriebenen Mannosederivats.™***!

Von den erhaltenen CDA-geschiitzten Mannosiden zeigte nur das [3-Anomere 38f eine

deutliche Inhibierung der Zelladhdsion von MAdCAM an a4p7-exprimierende Zellen. Um
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die Verbindung einerseits metabolisch stabiler zu machen und um andererseits den Einfluss
der Kettenléinge des Aspartat-Pharmakophors zu untersuchen, wurde auch das entsprechende
um eine Bindung verkiirzte f-C-Mannosid dargestellt.

S. Hanessian et al. stellten in den frithen 70er Jahren eine Methode zur Darstellung von C-
Glycosiden durch Rektion von Carbanionen mit Glycosylhalogeniden vor. Als C-H-acide
Verbindung wurde Malonester eingesetzt.!''® Es wurden die C-Glycoside durch 40-stiindige
Reaktion bei Raumtemperatur ausgehend vom Halogenid und Na-Diethylmalonat in nahezu
quantitativer Ausbeute erhalten, wobei die Bildung der B-Glycoside unter Inversion

beglinstigt war.

OBn OBn
Na-Diethylmalonat
RT o CO,Et
BnO o 4o BnO 2
BnO BnO

BnO

BnO g, : CO,Et
a:p=1:3

Abb. 4.24: Synthese von C-Glycosiden nach S. Hanessian.!"'®!

Bei Anwendung dieser Reaktion auf 94 war auch nach einwochigem Rithren bei RT
keinerlei Reaktion zu beobachten. Auch der Zusatz von Kronenether zur Komplexierung des
Na'-Kations mit damit verbundener Erhoung der Nukleophilie des Carbanions brachte keinen
Erfolg. SchlieBlich wurde durch sukzessives Erhdhen der Temperatur die Umsetzung bei 90
°C zum alkylierten Malonester 95 mit guten Ausbeuten durchgefiihrt. Die Decarboxylierung
im Anschluss an die Esterverseifung war erwartungsgemifl mit Schwierigkeiten verbunden,
aufgrund der sdurelabilen CDA-Gruppe in Position 3 und 4. Durch Behandeln mit Essigsdure
bei 90 °C fiir eine Stunde konnte die gewiinschte Verbindung in 35%iger Ausbeute erhalten
werden. Bei niedrigeren Temperaturen war die Umsetzung zu langsam und bei hoheren kam
es zu einer verstirkten Abspaltung von Methanol. Auf weitere Variationen der
Reaktionsfithrung z.B. durch Verwendung anderer Séuren wurde verzichtet. Neben geringen
Mengen nicht weiter identifizierten Nebenprodukten konnten in gréBerer Menge noch 96
(13%, Position der freien OH-Gruppe wurde nicht bestimmt) und nicht umgesetztes Edukt (28
%) nachgewiesen werden (Abb. 4.25)
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OCH,CH(CH3), OCH.CH(CH
OMe OMe ,CH(CHa3)2
OBn f
1.Na-Diethylmalonat
o -0 o & 058 CO,H
o _— > (o)
. O
2.LiIOH
Br CO,H
OMe OMe
94 95 1%
ACOH/90°f/
OCH,CH(CH OCH,CH(CH
- 2CH(CH3), OMe ,CH(CHa),
OBn OBn
-0
(0] (e] S
o CH,CO,H o CH,CO,H
OMe OMe
96 13 % 97 35%

Abb. 4.25: Synthese von C-Mannosiden.

Die Konfiguration in Position 1 wurde durch die Aufnahme von ROESY Spektren

bestimmt, welches die nur bei f-Mannosiden auftretenden Kreuzsignale zwischen H1 und H3

bzw. H5 zeigt.

H-C5

H (ppm)

- - *H-C1

--H-C3

377 36
"H (ppm) H-C2/C6

H-C3 H-C1
OCH,CH(CH
OMe 2CH(CHa),
OBn
o) =
o CH,CO,H
H5
3 1
OMe H H

Abb. 4.26: Ausschnitt des ROESY-Spektrums von 97.



4 MONOSACCHARIDE ALS 04-INTEGRINANTAGONISTEN 44

4.3 Biologische Evaluation

Die Synthese der Endverbindungen diente zur Kldrung der Frage inwieweit sie als o4-
Integrinantagonisten dienen konnen. Die daraus gewonnenen Informationen sollten fiir die
Entwicklung neuartiger a4fp7-Integrinantagonisten verwendet werden. Die biologische
Testung wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Bernhard Holzmann, Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene der Technischen Universitét

Miinchen, Klinikum rechts der Isar durchgefiihrt.

4.3.1 Zelladhasionsassay - Allgemeine Testbedingungen

Die Testung der Verbindungen auf ihre biologische Aktivitdt erfolgte mit
Zelladhdsionsassays. Dazu wurden 96er Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden
natiirlichen Liganden MAdCAM-1 und VCAM-1 beschichtet. o4pfl-und a4B7- Integrin
exprimierende Zellen wurden zunichst fluoreszenzmarkiert und mit der Testsubstanz
inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf der Mikrotiterplatte ausgesdt und die
Fluoreszenz bestimmt. Nach halbstiindiger Inkubation wurden nicht adhérierte Zellen durch
inverse Zentrifugation entfernt. Adhérierte Zellen konnten durch erneutes Messen der
Fluoreszenz quantifiziert werden. Dabei ist die Abnahme der Fluoreszenz ein MaR3 dafiir, wie
stark die Verbindung die Ligand-Protein-Wechselwirkung inhibieren kann. Die so erhaltenen
Werte stellen keine FixgroBen dar, sondern sie erlauben aufgrund der Streuung des
Testsystems nur Aussagen iiber aktive und nicht-aktive Verbindungen. Dabei reprisentiert
jeder Messwert den Mittelwert aus mindestens zwei unabhingigen Experimenten, bestehend
aus drei Einzelmesswerten.

Bei der Beschichtung der Mikrotiterplatten kann durch Variation der Ligandkonzentration
die Empfindlichkeit des Testsystems eingestellt werden. Die Empfindlichkeit des Testsystems
steigt, wenn die Ligandkonzentration verringert wird. Um stets reproduzierbare Werte zu
erhalten ist es wichtig, dass sich bei der biologischen Testung das Verhéltnis Zellen/Ligand
entweder im Séttigungsbereich bzw. knapp unterhalb davon befindet. Alle Verbindungen
wurden mit jenem Testsystem untersucht, bei dem das Verhéltnis Zellen/Ligand im
Sattigungsbereich lag.

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um a4B7-Integrin- exprimierende 38C13[37-
Zellen (B Lymphoma-Zellinie) und um o04p1-Integrin exprimierende Jurkat-Zellen. Da bei der

Entwicklung eines Wirkstoffes die Selektivitit oftmals eine entscheidende Rolle spielt,
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wurden die synthetisierten Verbindungen in den folgenden Testsystemen evaluiert: 38C13[37-
Lymphoma-Zellen'MAdCAM-1 und Jurkat-Zellen/'VCAM-1. Sowohl VCAM-1 als auch
MAdCAM-1 gehoren zu den endogenen Liganden der o4f7-Integrine. Die Bindungsmotive
beider Liganden sind sehr dhnlich. a4B7-Integrine erkennen in MAdCAM-1 die (-GLDTS-)-
Sequenz, in VCAM-1 die (-QIDSP-)-Sequenz und a4 1-Integrine binden ebenfalls iiber die (-
QIDSP-)-Sequenz an VCAM-1. Die Selektivititstests stellen auch einen internen
Kontrollversuch dar. Weist eine Verbindung nun in einem Testsystem eine biologische
Aktivitdt auf und in einem anderen nicht, so kann man davon ausgehen, dass diese
Verbindung einen spezifischen Effekt hervorruft. Zudem wurden alle wells einer
Mikrotiterplatte unter dem Mikroskop iiberpriift, ob sich wihrend der biologischen Testung
ein Niederschlag bildete oder die Zellen deformiert aussahen.

Oftmals werden in der Literatur Integrinliganden an aktivierten Integrinrezeptoren getestet.
Die Ergebnisse dieser Tests sind aber hinsichtlich ihrer in vivo Aussagekraft fraglich. Zum
einen fehlen isolierten Integrinrezeptoren wichtige Funktionen, wie etwa die Mdoglichkeit zur
Signaltransduktion oder auch die Moglichkeit andere Ligand/Rezeptor-Wechselwirkungen
auszubilden. Dariiber hinaus liegen unter physiologischen Bedingungen weniger als 10% der
VLAA4-Integrine in einem aktivierten Zustand vor. Viele o4-Integrinantagonisten, die selektiv
fiir aktivierte Integrine sind, binden um GroBenordnungen schlechter an nicht-aktivierte
Integrine. Aus diesen Griinden wurden in dieser Arbeit zellulire Testsysteme verwendet, die
auf eine Aktivierung der Integrine verzichteten. Allerdings sei noch angemerkt, dass auch den
o4-Integrinliganden, die selektiv nur an aktivierte Integrine binden, eine Rolle bei der

Behandlung von Krankheiten zukommen kann.

4.3.2 Biologische Evaluation und Diskussion der synthetisierten Monosaccharide

Bei der Durchfiihrung der biologischen Assays wurden die Substanzen zundchst in wenig
DMSO angelost und dann mit der wéssrigen Zellsuspension inkubiert. Dabei zeigten die
Losungen der Verbindungen 61 und 80 (logP = 5.12) eine sofortige Triibung nach Zugabe der
Zellsuspension. Somit lésst sich bei diesen nicht 19slichen Verbindungen keine Aussage iiber
die biologische Aktivtit machen. Eine Ubersicht iiber die erhaltenen Werte gibt Abb. 4.27.

Die erhaltenen Werte fiir die Adhdsion von VCAM-1 an o4P1-Integrine sind dabei nur
wenig aussagekriftig, da selbst die in der Literatur als aktiv beschriebene Verbindung 33!''"!

nur einen sehr geringen Effekt auszuldosen vermochte. Es scheint, dass im Falle der

Verbindung 72 die Konfiguration in Position 2 fiir die Aktivitdit wichtig ist, da das
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entsprechende Mannosederivat 32 in fritheren Testungen eine gewisse biologische Aktivitét
aufwies.!"”! Allerdings wurde dies bei einer hoheren Konzentration von 2 mg/mL beobachtet
und nicht in einem gleichzeitigen Assay mit der hier vorliegenden Verbindung verglichen.
Die neuerliche Synthese von 32 wire sehr aufwéndig gewesen und wurde nicht wiederholt.
Eindeutige Aussagen konnten nur bei der parallelen Evaluation durch Verwendung der
gleichen Zellsuspension gemacht werden.

Verbindungen mit Methoxygruppen in den Positionen 3 und 4 (z.B. 63, 64, 79, 91, 92 oder
72) scheinen angesichts der erhaltenen Daten generell schlecht geeignet zu sein die Adhésion
von CAMs an a4-Integrine zu inhibieren. Zusétzliche polare Gruppen wie in Verbindung 95
(zusitzliche Sauregruppe) oder in Verbindung 96 (freie Hydroxygruppe) wirken sich

ebenfalls ungiinstig auf die biologische Aktivitét aus.
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Abb. 4.27: Zelladhasion in Prozent beziiglich eines Kontrollmediums in Gegenwart von 1 mg/mL

Testverbindung + Standardabweichung.

Die Stereoisomere 38a, 76 und 85 des beschriebenen a4p7 selektiven Mannosederivats
38PB zeigten alle innerhalb des Fehlers vergleichbare Werte. Das frither als inaktiv

beschriebene o-Mannosid 38a zeigte immerhin die geringste Aktivitdt darunter. Auch das
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verkiirzte C-Mannosid zeigte eine hohe Reduktion der Adhédsion von MAdCAM an a4p7-
Integrin exprimierende Zellen bei einer Konzentration von 1 mg/mL. Von den Verbindungen
33, 38B, 76 und 97 wurden zudem die IC50 Werte bestimmt (Abb. 4.28). Leider waren bei
den Messungen die Fehlerwerte sehr hoch. Innerhalb dieser Fehler ergaben sich etwa
vergleichbare Werte fiir die vier Verbindungen. Das Mannosid 38 zeigte dabei die hochste
biologische Aktivitdt, das entsprechende Glycosid die niedrigste. Im Gegensatz zu fritheren
Experimenten erwies sich die Referenzverbindung 33 im Vergleich zum Mannosederivat als

weniger aktiv.
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Abb. 4.28: 1C50-Kurven der Verbindungen 33, 384, 76 und 97.

Eine mogliche Erklarung der vergleichbaren Aktivititen wurde anhand von Rechnungen
von enrgieminimierten Strukturen versucht. Bei der Superimposition von moglichen
Strukturen (generiert durch SYBYL version 6.9) der stereoisomeren Verbindungen 38f und
85 kann man die Phenylgruppe und die Sauregruppierung iiber die zwei frei drehbaren
Bindungen gut zur Deckung bringen (Abb. 4.29). Falls diese Gruppierungen spezifische
Bindungen zum o4p7-Integrin eingehen, konnten sie somit bei beiden stereoisomeren

Verbindungen stattfinden.
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Abb. 4.29: Uberlagerung von energieminimierten Strukturen der Verbindungen 384 und 85.

Insgesamt gesehen sind insbesondere die Derivate mit Methoxygruppen in den Positionen
3 und 4 und ohne zusétzlicher Hydroxygruppe in der Seitenkette in Position 2 wenig geeignet
fiir medizinische Anwendungen, da sie weder als Pulver noch kristallin erhalten wurden,
sondern als Ole vorliegen. Dies erschwert die Handhabung der Substanzen fiir biologische
Testungen. Beim Lyophilisieren der Substanzen in kleinen Gldschen befindet sich oft ein
betrachtlicher Teil am Rand des Gldschens und beim Anldsen in wenig DMSO kann nicht
ausgeschlossen werden, dass ein Teil der Substanz dort verbleibt. Die Verbindungen mit der
CDA-Schutzgruppe in den Positionen 3 und 4 tendieren zum Vorliegen in fester Form.
Aussichtsreichster Kandidat fiir eine weitergehende Optimierung dieser Liganden scheint,

aufgrund der erhohten Stabilitdt im Vergleich zu O-Glycosiden, das C-Mannosid 97 zu sein,.

4.3.3 Kritische Betrachtung von Zell-Adhé&sionsassays

Beim Vergleich der Wirksamkeit von Antagonisten ist zu beachten, dass die beschriebenen
Affinititen keine wahren Gleichgewichtskonstanten darstellen. IC50-Werte héngen stark von
der Konzentration, dem Assayformat und dem Expressionsmuster der Zellen ab, und spiegeln
eventuell die wahren Affinitéten der getesteten Verbindungen fiir die Integrinrezeptoren nicht
exakt wieder. Die verschiedensten Assay-Bedingungen, die in verschiedenen Laboratorien
etabliert wurden, um Integrinliganden zu evaluieren, ldsst den Vergleich der verschiedenen

Verbindungen untereinander zu einer schwierigen Herausforderung werden. Zudem
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betrachten die meisten Bindungsassays eine kompetetive Hemmung der Antagonisten mit
zwei verschiedenen Liganden — VCAM und MAACAM - an zwei verschiedenen
Integrinrezeptoren, worauthin die Bestimmung von Selektivititen auf a4B1 bzw. 04p7, die

sich auf die bestimmten 1Csp-Werte bezieht, irrefithrend sein kann.

Trotzdem konnen viele Schliisse aus den ermittelten Daten gezogen werden. Meist liefern
Zell-Adhidsionsassays hohere IC50-Werte im Vergleich zu Testsystemen an isolierten
Rezeptoren, da es an der Zelloberfldche zu multiplen Rezeptor-Wechselwirkungen kommen
kann. Die IC50-Werte von Verbindungen aus der gleichen Testreihe spiegeln gewdhnlich
verléssliche relative Affinitidten wieder. Dagegen variieren die Werte aus unterschiedlichen
Laboratorien teils betrdchtlich und die Daten sollten mit duflerster Vorsicht interpretiert

werden.
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5 SOMATOSTATINREZEPTOREN ALS ZIELSTRUKTUREN FUR
TUMORIMAGING UND —THERAPIE

5.1 Bildgebung und Therapie von Tumoren

Antikorper, Peptide oder nicht-peptidische Verbindungen, welche in der Lage sind, an
Antigene oder Rezeptoren, die auf Tumorenzellen iiberexprimiert werden, selektiv und mit
hoher Affinitit zu binden, sind aussichtsreiche ,tracer“-Kandidaten fiir bildgebende
Verfahren (imaging) sowie fiir Antigen- und Rezeptor-basierte Radiotherapie
(Peptidrezeptorradiotherapie, Radioimmuntherapie).

Im Hinblick auf die Diagnostik von Tumoren wurden in den letzten drei Jahrzehnten grof3e
Fortschritte erzielt und eine Reihe sich ergidnzender bildgebender Verfahren entwickelt. Dazu

gehdren die MRI (Magnetresonanzimaging),!''® ')

die FMT (fluorescence-mediated
molecular tomography),!'*” das FRI (fluorescence reflectance imaging), die Doppler
Sonographie und szintigraphische Methoden.!"*!! Bei den szintigraphischen Methoden SPECT
(single photon emission computed tomography) und PET

(Positronenemissionstomo graphie)[m]

werden Adressierungseinheiten (mABs oder kleine
organische Molekiile, wie Zucker, Aminosduren, aber auch Peptide und Peptidmimetika) mit
einem Radionuklid markiert. Die resultierenden tracer bzw. Radiopharmaka wechselwirken
in vivo mit ihren Zielstrukturen und erlauben daher eine nicht-invasive Visualisierung und
auch Quantifizierung der Verteilung der adressierten Prozesse. So konnen z.B. spezifische
targets vor einem Therapiebeginn quantifiziert werden und somit Aussagen iiber die erwartete
Therapiewirkung gemacht werden. AufBlerdem kann eine optimale Dosierung von
Chemotherapeutika bestimmt und der Therapieverlauf durch ein abnehmendes target binding
verfolgt werden. In jiingster Zeit gelingt durch den Einsatz von Hybrid-Techniken, wie
beispielsweise SPECT/CT oder PET/CT, die gleichzeitige Aufnahme von biochemischem
Signal (PET/SPECT) und Morpholgie (CT).['*]

Einige radiomarkierte monoklonale Antikérper (mAB monoclonal antibody) zur
Radioimmuntherapie onkologischer Erkrankungen sind bereits von der FDA freigegeben oder
befinden sich in klinischen Studien unterschiedlicher Phasen.!"** So wird zB. "'I-
Tositumomab® - ein radiomarkierter anti-CD20-Antikérper - von der Firma Bexxar
erfolgreich zur Behandlung des Non-Hodgkin Lymphomas (NHL) eingesetzt.!'*! Gleiches
gilt fiir den anti-CD20-AK *°Y-Zevalin (*°Y-Ibritumomab-Tiuxetan, Schering). Als generelle

Nachteile einer Radioimmuntherapie mit Antikdrpern sind zu nennen: a) die Immunogenitit
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bei Verwendung von Maus-Antikérpern (HAMA, Human anti-Mouse-antibody response), die
eine wiederholte Gabe ecinschriankt, b) die erschwerte Aufnahme (Diffusion) ins
Tumorgewebe und c) die verzogerte Ganzkorpereliminierung aufgrund ihres hohen

[126

Molekulargewichts.!'*®! Eine viel versprechende Alternative zu den Antikorpern stellen kleine

Peptide und Peptidmimetika, oder andere niedermolekulare Verbindungen wie Steroide,
dar [127- 1281 [129]

Die Wahl des Radionuklids hingt von der Fragestellung (Diagnostik, Therapie) und der
Aufnahmemethode (PET, SPECT) ab. Eine Ubersicht iiber einige eingesetzte Radioisotope,
deren Strahlungseigenschaften, Markierungsmethode und zugehoriger Bildgebungsmethode
zeigt Tab. 5.1.

Tab. 5.1: Bei der nicht-invasiven Bildgebung verwendete Radionuklide.

Energie )
Isotop i Strahlung Verwendung Markierungsmethode
[keV]
" _ . Alkylierung mit
C 20 min B 960 PET . .
CH3I, SN2 mit  CN’
Substitutionsreaktion
"°F 109.8 min B’ 635 PET mit "*F" (Sx2) oder
A FIF2* (SeAr)
124 42d B*(23%) 2130 PET SEAr
%Ga 68 min B" (88%) 1899 PET Komplexierung
| 13h y 159 SPECT SEAr
Pme 6h y 140 SPECT Komplexierung
"n 2.8d Y, Auger 247 SPECT Komplexierung
12 8d Y 364 in vitro Tests SgAr
Bl 8.0d v B 606 Radiotherapie SEAT
"L 6.7d B 490 Radiotherapie Komplexierung
18Re 17h Y, B 2118 Radiotherapie Komplexierung
Oy 2.7d B 2270 Radiotherapie Komplexierung
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Bei der PET-Technik werden die durch 2-Quantenvernichtung eines Positroniums
resultierenden Photonen, die mit einer Energie von 511 keV in einem Winkel von 180°
emittiert werden, detektiert, wéhrend in der SPECT-Technik die Photonen von y-Emittern mit
einer Gammakamera nachgewiesen werden. Durch die antiparallele Anordnung der y-Quanten
kann beim PET ohne Kollimator (ldsst Photonen nur aus bestimmten Richtungen passieren)
eine quantitative Bestimmung der Verteilung der Radioaktivitdt mit hoher Auflosung erreicht
werden. AuBlerdem ist die tomographische Abbildung innerhalb weniger Minuten moglich
(Aufnahme von Kinetiken), wéhrend bei der Aufnahme von SPECT-Bildern ldngere
Messzeiten benotigt werden. Bei tracern mit sehr rascher Verteilung im Organismus, wie
kleinen Peptiden und Peptidmimetika, ist somit nur PET als bildgebendes Verfahren geeignet.

Fiir den Erfolg der PET in der Onkologie und den daraus resultierenden Entwicklungen
war hauptsichlich die Einfiihrung des Glucoseanalogons '*F-Fluordeoxyglucose (FDG)
ausschlaggebend. Durch die erhohte Aufnahme von FDG als exogenes Substrat fiir den
Glukosetransporter und der Hexokinase in Tumorzellen ist es moglich, die erhdhte
Glukoseutilisation von Tumoren (Biochemisches Signal) mittels PET zu visualisieren
(Lokalisation des Tumors) und zu Quantifizieren (Tumorstaging and —grading)."** *! Fiir
die PET geeignete Radionuklide sind u.a. Br BN, ¢, 0, ®Ga und 1. Gegeniiber
anderen Positronenstrahlern zeichnet sich '°F durch folgende Vorteile aus und ist somit ein
nahezu idealer Kandidat fiir klinische Anwendungen:'"*’!

- Die Halbwertszeit von 109.7 min erlaubt geniigend Zeit fiir die Synthese und die PET-

Untersuchung und erleichtert auch kinetische Studien.

- In nicht fluorhaltigen metabolischen Substraten sind bei Substitution eines
Wasserstoffatoms durch Fluor die sterischen Verdnderungen minimal (Erhalt der
biologischen Integritét).

- Im Vergleich zu anderen Positronenemittern besitzt '°F die niedrigste
Positronenenergie; die erzielte Auflosung ist somit maximal.

Ein generell als optimal zu bewertendes Radionuklid fiir die PET kann es jedoch nicht

geben, da die nuklearen Eigenschaften stets mit der physiologischen Zielstruktur und der
Tracerkinetik korrelieren muss. So wird man z.B. bei der Markierung von mABs mit ldngerer

124

Biodistribution auf Radionuklide wie I oder *Y mit lingerer Halbwertszeit

zuriickgreifen. !>

Typische y-Strahler, die in der SPECT eingesetzt werden sind '*’I, *™Tc¢ und ''In.

99mT 111

Gegenwirtig  finden c- und In-markierte Liganden Anwendung fiir das

Peptidrezeptorimaging bei  Rezeptorsystemen wie z.B. Somatostatinrezeptor-2,!'*!
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[137] und

,Glucagon-like-peptide“-Rezeptor ~ GLP-1"*® Cholecystokinin-Rezeptoren
Neurokinin-1-Rezeptor NK-11"**! oder werden gegenwirtig evaluiert.

Radiopharmaka werden auch verstirkt in der Therapie als Alternative oder adjuvante
Therapieoption zur herkommlichen Chemotherapie verwendet. Neben der Kontrolle des
Therapieverlaufs durch imaging ist man bestrebt, die Tumorzellen direkt durch die
radioaktive Strahlung zu zerstéren. Waihrend BT schon langer zur Behandlung von
Schilddriisenkarzinomen eingesetzt wird,'*”! werden radiomarkierte Somatostatinanaloga zur
Behandlung neuroendokriner Tumore als sehr viel versprechend angesehen.!'** ! Aufgrund
der unterschiedlichen Reichweiten radioaktiver Strahlung im Gewebe wird Y z.B. zur
Behandlung groBerer Tumorcluster eingesetzt, wihrend fiir kleinere '""Lu gegenwirtig als
optimales Nuklid diskutiert wird.["**!

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Radionuklidtherapie als Ergénzung zur
chirurgischen und zur Chemotherapie-basierten Behandlung von Tumoren dienen kann,
wiéhrend die Diagnostik mittels Radiopharmaka zunehmend unverzichtbar wird. Angesichts
der erwédhnten Nachteile der Antikdrper gegeniiber kleineren Peptiden, Mimetika etc. stellen

hoch affine und selektive Radiopharmaka auf der Basis von kleineren Molekiilen eine viel

versprechende Alternative dar.

5.2 Methoden zur Radiomarkierung

Um ein Radionuklid an die gewiinschte Adressierungseinheit zu kniipfen, stehen
prinzipiell die kovalente Verkniipfung und die Komplexierung von Radionukliden {iber
Chelatoren zur Verfligung.

Eine radioaktive Markierung mit lod kann durch elektrophile aromatische Substitution in

143]

ortho-Position zu einer phenolischen OH-Gruppe mit Hilfe von z.B. Chloramin T!'*! oder

®[144

Todogen™!"**! eingefiihrt werden (Abb. 5.1). Diese Reagenzien bewirken eine Oxidation von

Iodiden zu Iod, das anschlieBend elektrophil an aktivierte Aromaten substitutiert wird. Da

[145]

Monoiodtyrosin im Organismus einer enzymatischen Deiodierung unterliegt, ist man

bestrebt, entsprechende iodierte Aromaten ohne Hydroxygruppe iiber geeignete precursor wie

[146]

aromatische Silyl- oder Stannylderivate!"*”! durch ipso-Substitution darzustellen. Neue

Ansitze zur direkten regioselektiven lodierung von nicht aktivierten Phenylalaninen mittels
Bis(pyridin)iodonium tetrafluoroborat in Gegenwart von TFA konnten in Zukunft ebenfalls

fir Radiomarkierungen in nicht tyrosinhaltigen Peptiden genutzt werden.!'**
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Abb. 5.1: Fur die Einflihrung von radioaktiven lod verwendete Reagenzien.

"C fiir PET-Untersuchungen wird hiufig durch Methylierung von Alkoholen, Aminen,
Sauren etc. mit [''C]-Iodmethan oder durch nukleophile Substitution mit [''C]-Cyanid
eingefithrt. '®F" kann durch nukleophile Substitution im K,COs/Kryptofix 2.2.2 System
(Komplexierung des Kaliums mit Kryptofix 2.2.2) sowie durch elektrophile aromatische

149]

Substitution mit '*F-Acetylhypofluorid'*! eingefiihrt werden. AuBerdem werden auch '*F-

markierte prosthetische Gruppen, wie 2-['*F]Fluorpropionséure oder 4- ['*F]Fluorbenzoesiure
bzw. die entsprechenden aktivierten Vorstufen in Acylierungsreaktionen eingesetzt.!'>* !
Kiirzlich wurde im Klinikum rechts der Isar in Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe
eine rasche und effiziente Methode der Radiomarkierung durch chemoselektive Oximligation
mit p-['*F]-Fluorbenzaldehyd entwickelt. Zunichst wird durch nukleophile aromatische
Substitution p-['*F]-Fluorbenzaldehyd hergestellt, der anschlieBend mit dem aminooxy-

funktionalisiertem Peptid umgesetzt wird.!"**

o) H o H o)

O\)J\
N|/ NH-Peptid

—_— —_—
O
F3CSOy /OQJ\ .
N 18 HoN NH-Peptid
HyC™ | \CH3 F 18p

CHs3

Abb. 5.2: F-Markierung von Peptiden mittels chemoselektiver Ligation.

Uber einen Chelator, der iiber einen linker kovalent an das Trigermolekiil gebunden ist,
konnen Radionuklide indirekt an die gewlinschte Verbindung gekniipft werden. Ein idealer

Chelator sollte das Radionuklid rasch, in hoher Ausbeute und unter moglichst milden
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Bedingungen koordinieren und einen mdglichst stabilen Komplex in vivo bilden. Sehr
verbreitet sind mehrzidhnige Liganden basierend auf Polyaminocarboxy-Verbindungen wie
z.B. Diethylentriaminpentaessigsdure (DTPA), 1,4,7,10-Tetraazacyclododekan-1,4,7,10-
tetraessigsdure (DOTA) oder 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsdure (NOTA). Diese
Liganden eignen sich hervorragend fiir die Komplexierung zwei- und vor allem dreiwertiger
Kationen durch bis zu achtfache Koordinierung iiber die N/O-Donoren.!'* '3 Cyclische
Liganden haben gegeniiber linearen den Vorteil einer stabileren Komplexbildung.!”" So

kommt es bei Komplexen mit DOTA selbst bei pH-Werten von <2 zu keiner wesentlichen

Dekomplexierung.!** ¢!
COOH
HOOC—,_ /—\ ,—COOH N( HOOC— /— /. /—COOH
[ j (N\ Q Hooc—/N Nk N\—COOH
HOOC—" \/ \—COOH HOOC/ \—/ \COOH COOH
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan- 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7- Diethylentriaminpenta-
tetraessigsaure (DOTA) triessigsaure (NOTA) essigsaure (DTPA)
HOOC—, /™ /—COOH HOOC— /\ /- COOtBu FBUOOCT /N B
[ jAO\ o [N Nj [N Nj
Hooc—"\_/—coon t+BuOOC—" \/ “—COOt-Bu  t-BuoOC—" \/ KCB:SOP
( “COOH
p-NCS-Bz-DOTA Tris-t-Bu-DOTA DOTAGA(t-Bu),

Abb. 5.3: Verschiedene bivalente Chelatliganden fiir Metallkationen (oben) und Chelatliganden
mit freier Funktionalitdt zur Anbindung an Adressierungseinheiten (unten), die in der

Nuklearmedizin Verwendung finden.

Die Isothiocyanatgruppe in p-NCS-Bz-DOTA!"" sowie die einzige freie Sauregruppe in
DOTAGA(t-Bu),!"** konnen zur selektiven Anbindung an freie Aminogruppen im
Tragermolekiil benutzt werden. Bei dreifach tBu-geschiitztem DOTA kann iiber die freie
Sauregruppierung an freie Amine in Peptiden gebunden werden. Das Sauerstoffatom der
resultierenden Amidbindung kann weiterhin als Donor fiir die Chelatbindung an Radionuklide
dienen. Gegenwirtig werden in der Literatur zunehmend auch Festphasensynthesen zur

direkten DOTA-Funktionalisierung beschrieben.!'* 1]
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5.3 Somatostatin

Somatostatin (SST) bzw.“somatotropin release-inhibiting factor” (SRIF) ist ein endogenes,
cyclisches Peptidhormon, welches hauptsdchlich von endokrinen, gastrointestinalen, immun-
und neuronalen Zellen und von verschiedenen Tumoren produziert wird und in zwei natiirlich
vorkommenden, biologisch aktiven Formen existiert.!'®" 'Y Sowohl SRIF-14 als auch SRIF-
28 werden biosynthetisch als C-terminale Fragmente aus Prosomatostatin erhalten.!'®!

R-Alal-GIyZ-Cys3 -|_y54 -Asn5 _pheG _Phe7 -Trp8

HO-Cys**-Ser'3-Thr'?-Phe!!-Thri0-Lys®

98 SST-14:R=H
99 SST-28: R = H-Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Lys-

Abb. 5.4: Naturlich vorkommende Somatostatine.

Bei der Entdeckung 1973 wurde gefunden, dass Somatostatin die Ausschiittung von
Wachstumshormon (growth factor, GH) inhibiert. Spiter hat man noch eine Reihe von
anderen physiologischen Funktionen gefunden, die durch die Anbindung an die Somatostatin-
Rezeptoren vermittelt werden. So spielt es eine zentrale regulatorische Rolle bei der
Neurotransmission, Zellproliferation und bei der endo- und exokrinen Hormonausschiittung.
Die Fiille der Effekte sind auf die Inhibierung von endokriner Sekretion — z.B. von Insulin,
Glucagon, Gastrin oder Cholecystokinin — sowie exokriner Sekretion, wie z.B. von
Magensédure oder Enzymen des Magens, und auf die Inhibierung der Zellproliferation

[166,

zuriickzufiihren. 7] Zudem hat man mehrere Wirkungen im Bereich des zentralen

Nervensystems beobachtet, wo Somatostatin die lokomotorische Aktivitdt, kognititive

Funktionen und die Entwicklung des neuroendokrinen Systems beeinflusst./'®* "]

5.4 Somatostatinrezeptoren und ihre Funktion

Man kennt bis heute fiinf Somatostatinrezeptor-Subtypen (SSTR1-5), wobei im Falle des
SSTR2 zwei verschiedene splice-Varianten gefunden wurden (SSTR2A und SSTR2B). Die
SSTRs gehoren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) mit sieben
transmembranen a-Helices und wurden durch Klonierung identifiziert und charakterisiert. Die

Sequenzhomologie der unterschiedlichen Subtypen betrdgt 39-57%. Die hauptsdchlichen
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Unterschiede liegen in ihren C- bzw. N-terminalen Segmenten, was fiir die Ligandenspezifitit
und die intrazelluldre Signaltransduktion mafBgeblich ist. Fiir einen gegebenen Subtyp liegt

eine sehr hohe Sequenzhomologie zwischen unterschiedlichen Spezies (81-98% fiir Maus,

U7 Die SSTRs werden hauptsichlich in der Hypophyse, im Pankreas

[166

Mensch und Ratte) vor.
und im gastrointestinalen Trakt gefunden.!"®! Wichtig fiir die Tumordiagnose und —therapie
ist die starke Expression auf einer Vielzahl von Krebszellen. Die meisten Tumore exprimieren
hauptsichlich SSTR2 und weniger hdufig SSTR1,3,5 und selten SSTR4.'"""'™ Die
vorliegenden Daten in der Literatur tiber die Quantifizierung von SST-Rezeptoren in Tumoren
sind allerdings héufig nicht direkt zu vergleichen, aufgrund der verschiedenen
Detektionsmethoden wie Rezeptorautoradiographie, Bindungsstudien an isolierten
Membranen, immunohistochemische Methoden mit Antikorpern oder Reverser Transkriptase
Polymerase Kettenreaktion.

Die natiirlichen Liganden SRIF-14 und SRIF-28 sowie Cortistatin binden in nanomolarer
Affinitdt an SST-Rezeptoren. Die Liganden-vermittelte Aktivierung der SST-Rezeptoren
induziert eine G-Protein Aktivierung und Signaliibertragung iiber verschiedene Wege. Die
Bedeutung von SST-Rezeptoren als targets fiir die Tumortherapie liegt in ihrer Féhigkeit, die
Zellproliferation zu steuern sowie die Apoptose einzuleiten und Zellwachstum zu stoppen.
[175-177)

GPCRs besitzen die Fahigkeit agonistenabhéngig zu internalisieren. Unter den SST-
Rezeptoren zeigen die Subtypen 2-5 gegeniiber dem SSTR1 eine verstdrkte
Internalisierung.!"™® ' Dies wird therapeutisch vor allem im Falle des SSTR2 ausgenutzt,
indem man hochaffine Liganden mit cytotoxischen Liganden oder mit Radionukliden mit
geringer Strahlenreichweite verkniipft, und so gezielt Tumorzellen zerstort.

Eine weitere Eigenschaft der SST-Rezeptoren, wie auch anderer GPCRs, ist die
Oligomerisierung in der Membran infolge einer Ligandenaktivierung. Durch korrelierte
Fluoreszenzspektroskopie konnten Abstinde von zwei fluoreszenzmarkierten Liganden, die
an unterschiedliche Rezeptoren binden, von 50-60 A ermittelt werden. Allerdings ist bislang
noch nicht gekldrt inwieweit die Oligomerisierung fiir die Rezeptoraktivierung oder

-modulation eine Rolle spielt.!'*" 1#1]
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5.5 Somatostatinanaloga in der Krebsdiagnose und —therapie

182]

Neben der Beeinflussung von Krankheiten wie zB. Diabetes,! rheumatoide

183] [184]

Arthritis,! und gastrointestinale Fehlfunktionen durch Somatostatin-vermittelte
Wirkungen, sind die Einfliisse auf die GH-Sekretion und Zellproliferation fiir die
Entwicklung von Somatostatin-analogen Verbindungen bei der Krebsbekdmpfung von
groem Interesse. Somatostatin selbst ist aufgrund seiner geringen Plasmahalbwertszeit von
weniger als drei Minuten (90 sec) nur sehr begrenzt einsetzbar.!"*” AuBerdem binden die
beiden endogenen Somatostatine SST-14 und SST-28 unselektiv an alle fiinf SST-Rezeptoren.
Daher wurden in den letzten zwei Jahrzehnten zahlreiche Somatostatin-analoge Verbindungen
mit  stark  verbesserten = pharmakokinetischen = Eigenschaften = und  erhdhten
Rezeptorselektivititen entwickelt.!'®” ' So konnte man die Peptidsequenz systematisch auf
acht Aminosduren verkiirzen, woraus kleinere, cyclische, endopeptidasestabilere Peptide
resultierten, wie z.B. Octreotid,""®"! Lanreotid oder Vapreotid!"**! mit hohen Affinititen (im
unteren nanomolaren Bereich) fiir SSTR2,5 einer stirkeren Inhibierung der GH-Sekretion und
deutlich verldangerten Plasmahalbwertszeiten (80-100 min). Fiir den Erhalt der biologischen

Aktivitit waren dabei die Aminosdurereste Phe’-Trp®-Lys’-Thr'® essentiell, wobei die

Positionen 7 und 10 leichte Modifikationen (Phe’— Tyr' bzw. Thr'— Ser'’, Val'®)

tolerieren.
H-D-Phe®-Cys-Phe-D-Trp® H-D-Phe®-Cys-Phe-D-Trp® H-D-BNal®-Cys-Tyr-D-Trp®
Thr(ol)-Cys—Thr—Lys® H,N-Trp-Cys—Val —Lys® HO-Thr-Cys—Val —Lys®
Octreotid Vapreotid Lanreotid
Peptid SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTRS
SST-14 1.1 1.3 1.6 0.53 0.9
SST-28 2.2 4.1 6.1 1.1 0.07
Octreotid >1000 2.1 4.4 >1000 5.6
Vapreotid >1000 5.4 31 45 0.7
Lanreotid >1000 1.8 43 66 0.62

Abb. 5.5: Peptidische Somatostatin-Analoga und ihre rezeptorspezifischen Affinitaten K; (in nM).

Die hervorragenden Affinitdten von Octreotid fiir SSTR2 machten das Peptid zum idealen

Kandidaten fiir die nuklearmedizinsche Tumordiagnostik basierend auf einem in vivo
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targeting des SSTR2. Mogliche Stellen zur Radiomarkierung finden sich am N-Terminus, der
eine Verlingerung ohne drastischen Aktivtitsverlust gut toleriert, und in der Tyr’-Seitenkette,
wo man durch die Todogen-Methode radioaktives Iod einfiihren kann. So war ['*I]Tyr-
Octreotid das erste radioaktiv markierte SST-Analogon, welches zur szintigraphischen in vivo
Lokalisierung SSTR2-exprimierender Primartumoren und Metastasen eingesetzt wurde.!"*”)
Im letzten Jahrzehnt etablierte sich in der klinischen Routineszintigraphie ['''In]DTPA-D-
Phe'-Octreotid (Octreoscan”™) aufgrund der guten renalen Clearance und verhiltnisméfBig
langen Aktivititsretention im Tumor.!"**! Ein Nachteil dieses tracers besteht in der renalen
Aufnahme im proximalen Tubulus und der Nephrotoxizitit. AuBerdem ist er nur fiir die
Bildgebung mittels SPECT geeignet, was die Nachteile dieser Aufnahmetechnik gegeniiber
PET beeinhaltet. Verbesserungen von tracern und therapeutisch einsetzbaren Radiopharmaka
zielen hauptséchlich auf folgende Eigenschaften:

- Erhéhung der Tumor/Hintergrund Verhéltnisse der radiomarkierten Verbindung. Dies
impliziert ein rasche Eliminierung aus der Blutzirkulation (blood clearance).

- Die hepatobilidre Ausscheidung sollte moglichst gering sein, um die Gesamt-
Strahlenbelastung niedrig zu halten. Die Verbindung sollte moglichst iiber die Nieren
ausgeschieden werden.

- Die Rezeptorselektivitit soll bei den Verdnderungen beibehalten werden.

Eine Verringerung der Nephrotoxizitit durch Koapplikation von basischen
Aminoséureldsungen wird seit einigen Jahren klinisch erprobt.!"®” Durch die Substitution von
Thr®-o0l mit Thr von Octreotid-analogen Verbindungen zu sogenannten ,,Octreotaten® gelang
eine Verstirkung der Tumoranreicherung und Internalisierung, ohne Beeinflussung der

191, 192
renalen  Aufnahme.["" J

Eine weitere Verbesserung der pharmakokinetischen
Eigenschaften, und einer damit verbundenen Emiedrigung der Lipophilie, wurde durch
,Verzuckerung® von Octreotaten ermdglicht. Die Derivate Glucose-['*I]Tyr’-Octreotat
(["*’I]-TOCA), Maltose-[1251]Tyr3-00treotat ([1251]-TOCA) und Maltotriose-['*’I]-Octreotat
zeigten abnehmende Werte beziiglich ihrer Ausscheidung iiber die Leber, was mit der in der
gleichen Reihenfolge zunehmenden Hydrophilie begriindet wurde."”**! Die Aufnahme in
der Niere war bei dem Glucose-Derivat und dem Maltose-Derivat um den Faktor zwei
erniedrigt, wihrend sie beim Maltotriose-Derivat gegeniiber der Referenz ['*I]Tyr’-TOCA
unverdndert blieb.

Fiir die Peptidrezeptor-Radiotherapie wurden zuletzt vorwiegend [°Y]DOTA-TOC und
[186, 196, 197]

['"Lu]DOTA-TOC untersucht und viel versprechende Ergebnisse erzielt.

Hinsichtlich einer Steigerung der applizierten kumulierten Dosis zur Verbesserung der
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Therapieeffizienz ist gegenwértig die maximal tolerierbare Nierendosis von 20-23 Gy
limitierend. Um die Nierendosis zu reduzieren wurden bereits erwihnte Koinjektionen von
basischen Aminoséureldsungen und eine Zugabe von freiem DTPA zur Komplexierung von

{[19%8]

freien Radionukliden erprob und klinisch verwendet. Aulerdem wurde eine Limitation

der zu administrierenden Peptidmenge durch die begrenzte Anzahl an Rezeptoren diskutiert.

191 Eine weitere

Daher wurden SST-Analoga mit oligomeren DOTA-Konjugaten verkniipft.
Erhohung der Tumor/Hintergrund-Verhéltnisse konnte durch Verwendung von
radiomarkierten oligomeren SST-Analoga erreicht werden. In der vorliegenden Arbeit sollen
leicht markierbare oligomere SST-Analoga fiir eine eventuell verbesserte Diagnostik und

Therapie bereitgestellt werden.
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6 SYNTHESE OLIGOMERER SOMATOSTATINANALOGA FUR
DIE TUMORDIAGNOSTIK

Die Synthese von einfach radiomarkierbaren und oligomeren SST-Analoga sollte zur
Klarung der Frage beitragen, inwieweit sich diese Substanzen als tracer eignen und zur
Entwicklung von oligomeren Tumortherapeutika beitragen konnen. Dazu musste zunéchst der
Erhalt der Rezeptoraffinitit iberpriift werden. Dies wurde durchgefiihrt von der Firma
Novartis/Basel unter der Leitung von Dr. Daniel Hoyer. Die radioaktiven Markierungen und
Untersuchungen der in vivo Biodistribution in tumortragenden Nacktmédusen der
Verbindungen erfolgte durch T. Poethko in der Arbeitsgruppe
Radiochemie/Radiopharmakologie (Dr. H.-J. Wester) in der Nuklearmedizinischen Klinik und
Poliklinik der Technischen Universitdt Miinchen (Prof. M. Schweiger).

Zundchst werden allgemeine Aspekte von multivalenten Wechselwirkungen und
anschliefend fiir die Arbeit relevante Aspekte zur Peptidsynthese betrachtet. Im Folgenden

werden die Ergebnisse der biologischen Testungen diskutiert.
6.1 Theorie multivalenter Wechselwirkungen
Wihrend monovalente Liganden typischerweise nur ,einfach® an Rezeptoren binden

konnen oder — sehr selten — Rezeptoren {iber zwei Bindungsstellen zu dimerisieren vermogen

(Abb. 6.1 a und b), treten bei multivalenten Liganden zusitzliche Effekt auf (Abb.6.1).12%02%
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T

Abb. 6.1: Mechanismen der Ligandenbindung. a) einfache Bindung; b) Dimerisierung eines
Rezeptors durch zwei Bindungsstellen; c) Chelat-Effekt; d) gleichzeitige Bindung an primére und
sekundare Bindungsstellen; e) lokale Konzentrationserhéhung; f) induziertes Clustern von

Rezeptoren; g) Abschirmungseffekt.

Durch den Chelateffekt, durch die lokal erhohte Konzentration von Bindungsepitopen (und
damit verbundener Erniedrigung der off-rate) und durch den Effekt der Abschirmung
aufgrund der GroBe der Liganden, sind multivalente Liganden prinzipiell in der Lage starker
an Rezeptoren zu binden als entsprechende Monomere. Allerdings kann eine Verringerung
der Entropie (insbesondere Verlust von Translations- und Rotationsentropie aufgrund
flexibler linker) durch gleichzeitige Bindung an mehrere Rezeptoren die Bindungsenergie
auch stark herabsetzen und in einer schwicheren Bindung resultieren.”* Somit spielt die

Architektur der Verbindungen eine entscheidende Rolle, wie z.B. Anzahl®**?*! ynd Dichte

[207-209] [210,211]

der Bindungsepitope und die Art ihrer Verkniipfung.

Besonders bei biologischen Prozessen wie Zell/Zell-Erkennungsprozessen unter
Beteiligung von Sacchariden spielen polyvalente Wechselwirkungen eine entscheidende
Rolle. Oftmals werden statt einer starken monovalenten Wechselwirkung mehrere schwache
multivalente Wechselwirkungen eingegangen. Der evolutionidre Vorteil der Rekrutierung
mehrerer schwacher Wechselwirkungen konnte darin bestehen, dass anstatt auf einen

entsprechenden Stimulus einen neuen Rezeptor zu entwickeln, lediglich die Zahl oder die
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komplexe Zusammensetzung unterschiedlicher, bereits vorhandener Rezeptoren verdndert
wird 2%
In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir eine Erhohung der Bindungsaffinitét -

in Extremfillen, wie bei Shiga-toxinen, um bis zu sechs GroBenordnungen®'? - durch die

[213-218]

Verwendung multimerer Verbindungen. Die pharmakokinetischen Eigenschaften

multimerer Verbindungen unterscheiden sich z.T. vollig von den monomeren Analoga.[mg]

Zudem reichern sich groflere Makromolekiile bevorzugt im Tumorgewebe an, was durch den

[220

sogenannten EPR-Effekt (enhanced permeability and retention)®*® erklirt wird. Danach lasst

eine intakte Endothelschicht im normalen Gewebe nur kleine Molekiile passieren, wéhrend
groBere Molekiile durch porse Schichten im geschidigten Gewebe passieren konnen. !
Eine deutlich erhohte Anreicherung im avfB3-positiven Tumorgewebe konnte im Falle von
radiomarkierten RGD-Oligomeren gegeniiber monomeren Verbindungen erreicht werden
(Abb. 6.2). So gilt das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte tetramere RGD-Peptid momentan
als vielversprechender tracer zur nicht-invasiven Bestimmung der avp3-Integrinexpression in

Melanomen. 2?2224

O Monomer
ODimer

| | O Tetramer
Serum Leber Niere Darm

Abb. 6.2: Akkumulationsverhaltnisse Tumor/Nicht-Tumorgewebe von RGD-Multimeren (60 min
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p.i. Nacktméuse mit AR42J-Tumor).

6.2 Grundlagen der Peptidsynthese

Die Festphasensynthese wurde gleichzeitig und unabhéngig voneinander von Merrifield

(Festphasensynthese von Peptiden, Nobelpreis 1984)1%°!

)[226]

und Letsinger (Festphasensynthese
von Oligonukleotiden entwickelt. Das Prinzip der Festphasensynthese von Peptiden

(SPPS) besteht in der kovalenten Verkniipfung der wachsenden Peptidkette an einen
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unloslichen polymeren Triger und dem schrittweisen Aufbau des Peptides vom C- zum N-

Terminus mittels aufeinander folgender Kupplungs- und Abspaltzyklen:

Harzbelegung

Kuppeln @ Entschitzen

|

Abspaltung

Abb. 6.3: Schematische Darstellung der Festphasen-Peptidsynthese.

Der entscheidende Vorteil liegt darin, dass Uberschiisse an Reagenzien und
Nebenprodukte durch einfache Wasch- und Filterprozesse vom polymergebundenen Peptid
abgetrennt werden konnen, womit eine Automatisierung der Synthese vereinfacht wird.
Voraussetzung fiir die Herstellung einheitlicher Produkte ist, dass jede Teilreaktion eindeutig
und quantitativ verlduft. Die Bildung von Rumpf- und Fehlsequenzen bei unvollstindigen
Umsitzen, die oft schwierig abtrennen lassen sowie der vorzeitige Kettenabbruch durch
konformationsabhingige Effekte, wie die Ausbildung von [-Faltblattstrukturen, sind
Probleme, die bislang nicht vollstindig iiberwunden wurden.!**"

Die 1972 von Carpino et al. verdffentlichte Methode zum Schiitzen von Aminogruppen

mit Hilfe der 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc)—Schutzgruppe[zzg]

bietet gegeniiber
anderen a-Aminoschutzgruppen den Vorteil der Abspaltbarkeit unter milden basischen und
nicht hydrolytischen Bedingungen. Die Einfiihrung der Fmoc-Schutzgruppe kann durch die

Reaktion einer Aminosdure mit Fmoc-Cl geschehen:

Q R Na,COs Q
. oH __ Ooan e
(o]

Abb. 6.4: Synthese Fmoc-geschiitzter Aminosauren.

Die Bildung von Amidbindungen soll quantitativ unter milden Bedingungen, ohne

Nebenprodukte und unter Erhalt der chiralen Zentren verlaufen. Dafiir wird die an sich
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reaktionstrige Carboxylgruppe in ein aktiviertes Derivat iiberfiihrt. Uber viele Jahre hinweg
waren in der SPPS Carbodiimide (hauptsidchlich Dicyclohexylcarbodiimid, DCC) die
Acylierungsreagenzien der Wahl. Der Aktivierungsschritt der DCC- vermittelten Kupplung
verlduft iiber die Bildung von O-Acylisoharnstoft der Carbonsduregruppe der Aminoséure.
Als Nebenprodukt wird jeweils der schwerldsliche Harnstoff des DCC gebildet, daher wurde
DCC durch Phosphonium- (BOP, PyBOP etc.) und Uroniumreagenzien wie TBTU und
shnliche Aktivierungsreagenzien (HBTU, HATU, TOTU etc.) ersetzt.”*”) Der Mechanismus
der Peptidkupplung mit TBTU 1% ynd HOBt IV*" als Additiv wird durch das folgende

Reaktionsschema verdeutlicht:

o
®/BF, ®
0 — N/ o “NTBEY
Q \
Fmoc” Y~ o+ N, ——— Fmoc” Y Yo7 N+ ©:\/N
R N R | N
N\® 0e
| ST i W,
g
o SN
§ f [ [ v
O“"P tid—N N e H&I\ N A
eptid— moc
P H & Fmoc” Y o” N +
IX R o
\4 BF,

Ow»Peptid—NH2

VIl

Abb. 6.5: Peptidkupplung mit TBTU/HOBL.

Durch die zusitzliche Zugabe von HOBt wird das intermedidre Acyluroniumderivat 111
schnell aus dem Gleichgewicht zu dem OBt-Aktivester VI abgefangen, womit eine mogliche
Cyclisierung und Epimerisierung von |11 verhindert wird.

Fiir die SPPS werden funktionalisierte Polymere (Harze) bendtigt, welche mechanisch
stabil und gegeniiber Losungsmitteln und Reagenzien inert sind. Die meisten Harze, welche
heute in der SPPS verwendet werden, sind Varianten des originalen chlormethylierten
Polystyrol-Harzes (PS), welches von Merrifield benutzt wurde. Die Kupplung der ersten
Aminosdure an das Harz erfolgt unter Zugabe von DIPEA in DCM unter Abspaltung von
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Chlorwasserstoft:
O g DIPEA Q 8
Q HO _A_ _Fmoc  (DCM) O O\n/'\N/Fmoc
a4 \H/\H - - @ NH H
@ NH I o -HCl O o
Polystyrol-
Harz Trityl-Linker

Abb. 6.6: Kupplung der ersten Aminosaure an TCP-Harz.

Bei der Synthese von Peptiden mit C-terminal reduzierten Aminoséuren (z.B. Octreotid) ist
zuerst ein Fmoc-Aminoalkohol an das Harz zu kuppeln. Hierflir stehen prinzipiell zwei
verschiedene Linkersysteme zur Verfiigung: das bekannte TCP-Harz und ein von Ellman et

al. eingefiihrtes Dihydropyran(DHP)-Polystyrolharz:1***!

R
o (o) R o (o) O\/:\N/Fmoc
s i s

Polystyrolharz

Abb. 6.7: Kupplung des Aminoalkohols an DHP-Polystyrolharz.

Die Abspaltung vom Harz erfolgt durch Behandlung mit schwachen Sduren wie
Hexafluorisopropanol (HFIP) oder Essigsdure in Dichlormethan. Dabei bleiben
Seitenkettenschutzgruppen wie z.B. BOC erhalten. Zur Harzabspaltung unter gleichzeitiger,
vollstandiger Entschiitzung des Peptids verwendet man Trifluoressigsdure (TFA). Die dabei
entstechenden Carbokationen werden mittels geeigneter scavenger (Wasser, Anisol,

(2341y abgefangen, um

Thioanisol, Ethandithiol, Phenol™* oder geruchloses Triisopropylsilan
die irreversible Alkylierung nucleophiler Aminosiureseitenketten zu verhindern.

Zur Synthese von Proteinen synthetisiert man zunichst Peptidsequenzen von bis zu 50
Aminosduren an der Festphase und fiigt sie anschlieBend idealerweise in
Seitenkettenentschiitzter Form mittels chemoselektiver Ligation zusammen. Im letzten
Jahrzehnt sind dazu verschiedene Methoden zur Synthese nativer Peptide mit natiirlichen
Amidbindungen und zur Synthese modifizierter Peptide (z.B. mit Oxim-, Thioether- oder
Thioesterbindungen) ausgearbeitet worden.'**>**®! Wichtig fiir die vorliegende Arbeit war die
chemoselektive Oximligation,” *** bei der eine Aminooxy-Komponente und ein Aldehyd

oder ein Methylketon unter schwach sauren Bedingungen ohne Kupplungsreagenz zum Oxim

umgesetzt werden. Die Oximligation ist kompatibel mit allen freien Aminosaureseitenketten
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mit der Ausnahme von N-terminalen Cystein. Sie hat Anwendung gefunden z.B. bei der

239-243]

Synthese von TASP (template assembled synthetic protein)-Konstrukten,! radioaktiv

[152, 244] [245] [246, 247] Der

markierten Peptidkonjugaten, cyclischen Peptiden*™ und Proteinanaloga.
Aldehyd ist bei peptidischen Strukturen gut aus N-terminalem Serin oder Threonin durch

NalO4-Oxidation erhiltlich.[*% 241

6.3 Synthesestrategie

Die in Kap. 6.1 dargestellten potentiellen Vorteile von multimeren Verbindungen
zusammen mit der in Kap. 5.3 erwéhnten Moglichkeit eines clusterns von SST-Rezeptoren
wurde als viel versprechend fiir die Entwicklung verbesserter Tumortherapeutika auf Basis
radiomarkierter oligomerer SST-Analoga angesehen. Wegen seiner exzellenten
Bindungsaffinitdt und der erhdhten Aufnahme im Tumor gegeniiber Octreotid, wurde als
SST-analoge Verbindung *Tyr-Octreotat ausgewihlt. AuBerdem bietet sich die Tyrosin-
Seitenkette fiir eine Radiomarkierung mit der Iodogen®-Methode an. Die Molekiile sollten
eine definierte Grofle und einen definierten Aufbau aufweisen und somit keine polydispersen
Polymere darstellen. Als Verankerungsstelle fiir eine Oligomerisierung bietet sich der
gegeniiber der biologischen Aktivitdt relativ unempfindliche N-Terminus an, welcher {iber
spacer an eine Verzweigungseinheit (core) gebunden wird. Ferner ist die Darstellung von
Verbindungen geplant, die im core zusétzliche Stellen einer Radiomarkierung aufweisen. Der
allgemeine Aufbau und die Synthesestrategie einer divalenten Beispielverbindung ist in Abb.

6.8 verdeutlicht:
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Abb. 6.8: Allgemeiner Aufbau einer oligomeren radiomarkierten Verbindung und

retrosynthetische Analyse anhand eines divalenten SST-Analogons.

Demnach wird das bewihrte Tyr’-Octreotat iiber einen Aminooxy-funktionalisierten
verlingerten ~ N-Terminus durch  gekoppelte Festphasen- und L&sungssynthese
(Disulfidzyklisierung in Losung) hergestellt. Das vollstindig entschiitzte Peptid soll
anschliefend durch chemoselektive Ligation in Losung an einen multivalenten Aldehyd
gekniipft werden, der bereits die notwendigen spacer enthélt. Die Aldehyde werden ebenfalls
durch kombinierte Festphasen- und Losungssynthese (NalO4-Oxidation von N-terminalen
Serin in Losung) dargestellt.

250 . .
(2501 wurden verschiedene chirale

Fiir die Festphasensynthese von verzweigten Peptiden
(100 und 103'**") und achirale (104)**) Aminosiurebausteine beschrieben, die zu einer zwei-
oder dreifachen (105)*** Verzweigung fiihren. AuBerdem stehen Aminosduren mit
verschiedenen N-Schutzgruppen (101%°*] 102} fiir den Aufbau komplexerer

Peptiddendrimere zur Verfiigung.
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‘/\/\H‘\ FmocHN%‘\
NHAlloc

NHFmoc NHFmoc NH(ivDde)  NHFmoc BocHN
100 101 102
O, OH

NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc
BocHN NHBoc

103 104 NHBoc 105

Abb. 6.9: Verzweigte Aminosauren fir die SPPS.

Fiir die vorliegenden Synthesen wurde ein D-Lysin core mit Bis-Fmoc-Schutz benutzt,
welches durch Verwendung des Lys in der unnatiirlichen D-Konfiguration stabiler gegeniiber
Proteasen ist.[>* 22628

Die N-terminalen Serine werden iiber spacer an das Lysin-core angebracht. Sie sind
notwendig, um eine gewisse Distanz der bindenden Liganden fiir eine mogliche simultane
Anbindung an den Rezeptor zu gewdhrleisten und um eine Aggregation der Struktur zu
vermeiden. Die Beschaffenheit des spacers spielt bei der thermodynamischen Betrachtung
von multivalenten Wechselwirkungen eine zentrale Rolle.

Die Beitrige des spacers zur Entropie und Enthalpie sind fiir die Abschitzung der
Gibbsschen Bindungsenergie bei multivalenten Wechselwirkungen &uferst schwierig zu
quantifizieren. Die Enthalpie einer multivalenten Wechselwirkung kann in einer
Bindungsstirkung oder auch —schwichung resultieren. So wiirde z.B. ein etwas zu kurzer
spacer im Falle einer simultanen Anbindung in einen enthalpisch ungiinstigen gespannten
Zustand vorliegen konnen und zu einer Bindungsschwichung fithren. Eine Erhohung der
Bindungsstirke durch einen Chelateffekt ist somit nur mit einem spacer der richtigen Lénge
zu verwirklichen. Ein flexibler spacer mit vielen frei rotierbaren Bindungen erhoht einerseits
die Wahrscheinlichkeit alle moglichen Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen spannungsfrei
auszubilden, andererseits kann man vereinfachend das Einfrieren von rotationsfahigen
Bindungen fiir den Verlust an Entropie verantwortlich machen. Nach einer Methode von

Mammen und Whitesides lésst sich die Konformationsentropie eines spacers durch einfaches
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Aufsummieren der Torsionsentropien der einzelnen Bindungen bestimmen. Nimmt man fiir
das Einfrieren der Rotation um eine C-C-Einfachbindung einen Entropieverlust von 2 kJ/mol
an, kann fiir einen Hexaethylenglykolspacer ein Gesamtverlust von 40 kJ/mol resultieren.**
Jedoch sind in der Literatur Beispiele beschrieben, bei denen trotz einse ldngeren
Polyethylenglykol(PEG)-spacers eine verstirkte bivalente Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung
beobachtet werden konnte.*>2¢"!

Fiir die Darstellung oligomerer Verbindungen kamen in unserem Arbeitskreis in jiingster
Zeit e-Aminohexansédure als hydrophobe Aminosédure, 8-Amino-3,6-Dioxaoctansiure (Ado)
und die nicht kommerziell erhéltliche Heptaethylenglykolaminosidure (Hegas) als

wasserlosliche Aminosiure zum Einsatz.
o)

106: Ahx HZN\/\/\)J\
OH

(o]
107: Ado HZN\/\ /\/O\)J\
O OH

(0]
108: HoN (o) lo} O\)J\
I P T e P N e P W Y o
Abb. 6.10: Spacer Ahx,Ado und Hegas.

Aufgrund der guten Erfahrungen mit PEG-spacern in unserem Arbeitskreis, ™ ** der

Wasserloslichkeit und den in der Literatur oftmals vorteilhaft beschriebenen

[262, 263

pharmakokinetischen Eigenschaften von ,,pegylierten* Pharmaka einerseits 'und der

Gefahr der Bildung unloslicher Prézipitate bei Verkniipfung mit Peptiden mit ldngeren

[264]

hydrophoben Alkylketten"”" andererseits, wurden fiir die oligomeren SST-Analoga Ado und

Hegas als spacer ausgewihlt. Letzterer kann synthetisch aus Hexaethylenglykol in sechs

Stufen erhalten werden, %263 266]
o)
N 1.TsCl, TEA, DCM, 60 min
2§)]\otBu 0 2.NaN3, DMF, 16 h
0 o,
HoT™~Cly Hot™>Ch"omy
BF5OEt, 3. H,, Pd/C
109 DCM, 30 min 110
(@] 1.Fmoc.Cl 0]
2.TFA

O]\)L Fmoc- OM

HNT>Ch oy H{/\/ &~ OH
111 112

Abb. 6.11: Synthese von Fmoc-Hegas.
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Zundchst wird Hexaethyenglykol mit Diazoessigsdure-tert-Butylester verldngert. Die
Hydroxyfunktion wird durch Tosylierung, Umsetzung mit Azid und anschlieBender
Reduktion zum Amin umgewandelt.!??> 2% 2661 Schlieflich wird nach Fmoc-Schiitzung die
freie Sdure durch Reaktion mit TFA generiert. Die Lagerung von Fmoc-Hegas erfolgte wegen

der Labilitdt der Schutzgruppe bei -18 °C.

6.4 Synthese der oligomeren Somatostatin-Analoga

Zunichst wurde das flir die Oximligation bendtigte, am N-Terminus verlangerte SST-
Analogon Aminooxyacetyl->Tyr-Octreotat 114 dargestellt. Dazu wurde das geschiitzte

(2671 am TCP-Harz unter Verwendung von

Nonapeptid 113 nach der Fmoc-Strategie
HOBYTBTU! 2% 2091 ynd DIPEA bzw. Collidin (fir die Kupplung von Cystein zur
Vermeidung von Racemisierung!”’”) aufgebaut. AnschlieBend wurde das Peptid unter
gleichzeitiger Seitenkettenentschiitzung vom Harz mittels 90%iger TFA abgespalten. Hierbei
ist auf die Verwendung von Losemittel sehr hoher Reinheit (HPLC-Qualitét) zu achten, da die

reaktive Aminooxygruppe duflerst schnell mit Spuren von Aldehyden und Ketonen zum Oxim

reagiert.1*4 271
. fj"”
BocHN-~ O‘JLN/\H/N\)L /q((j/ 1. 90% TFA HoN- O\.)j\ /-\n/ \_)L _\\\\Q
SPPS NH 2, H,0,, H,O/MeCN 7 NH
_ Tns 5
TrtS
\=
ww& i ”ﬂ\
OoH OH NHBoc on’ OH
113

Abb. 6.12: Synthese von Aminooxyacetyl-*Tyr-Octreotat.

Die Disulfid-Zyklisierung wurde zunéchst mit der sehr milden Oxidation mit DMSO in
Wasser nach Tam et al.*”?!durchgefiihrt. Hierbei konnten allerdings, bedingt durch die langen
Reaktionszeiten von bis zu 24 h unter sauren, neutralen und basischen Bedingungen, nur sehr
geringe Ausbeuten erzielt werden. Die massenspektroskopische Analyse zeigte die Bildung
von dimeren Verbindungen (sowohl zyklisiert, nicht-zyklisiert als auch teilweise zyklisiert)
an, die sich durch die Abspaltung von NH; aus der Aminooxygruppe und anschlieBende
Reaktion zum Oxim mit einer noch intakten Aminooxygruppe erkldren lieBen (Abb. 6.13).

Durch Verwendung von Wasserstoffperoxid als Oxidans konnte in 30 min die Zyklisierung
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nahezu ohne Nebenprodukte in hohen Ausbeuten erreicht werden. Das erhaltene

Aminooxyacetyl->Tyr-Octreotat wurde vor der Oximligation mittels HPLC gereinigt.
o)

(0] (0]
O\)’L R s % —R N
HN— NH— © ——> NH _— R/NT‘/\O/N\ N/R
S H

R = 3TyrOctreotat

Abb. 6.13: Nebenreaktion der Disulfid-Zyklisierung mit DMSO.

Die aldehydischen Verzweigungseinheiten wurden ebenfalls durch kombinierte
Festphasen- und Losungssynthese dargestellt. Fiir Verbindungen mit zusétzlicher Méglichkeit

der Radiomarkierung in der Verzweigungseinheit wurden folgende Aminosiuren verwendet:

0 COOH
H NHB
"’/ ocC
OH SPPS ny Y\o/)
NHFmoc HN N NHFmoc @)
Oximligation
O
Abspaltung: 116

2% Hydrazinhydrat
in DMF, 5 min, RT

115
Abb. 6.14: Orthogonal geschutzte Aminosduren fur die Anbringung einer zuséatzlichen

Radiomarkierung.

Das kommerziell erhidltliche Fmoc-Lys(ivDde)-OH wurde fiir die Verkniipfung mit
DOTA-tris-tBu-Ester nach Aufbau der restlichen Verzweigungseinheit verwendet. Die ivDde-
schutzgruppe ist stabil unter den Bedingungen der Fmoc-Entschiitzung mit 20% Piperidin in
NMP und kann nach Aufbau des Peptids nach der Fmoc-Strategie mit 2 % Hydrazinhydrat

[254, 273

abgespalten werden. I Allerdings kann die ivDde-Entschiitzung nicht bei gleichzeitiger

Anwesenheit von Fmoc vorgenommen werden. Somit sind die beiden Schutzgruppen nicht
vollstindig orthogonal. Ebenfalls kommerziell erhiltlich ist die von Wahl und Mutter!?*!
eingefiihrte Aminosaure Fmoc-Dpr[Aoa(Boc)]-OH (N-a-Fmoc-N-B-(N-tert-
Butyloxycarbonyl-aminooxyacetyl)-L-diaminopropionsdure, 116). Die Seitenkette ist mit

einer Aminooxygrppe funktionalisiert, die die weiter oben schon erwéhnte Einfiihrung von

radioaktiven 18F—Benzaldehyd erlaubt.
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Die beispielhafte Synthese einer dimeren Verzweigungseinheit mit einem DOTA-Chelator
fiir Radionuklide ist in Abb. 6.15 illustriert:

SPPS nach Fmoc
Strategie

[Ser-Hegas],-D-Lys-Lys(ivDde)— TCP

1. 2 % Hydrazinhydrat
2. DOTA-tris-'Bu-Ester
3.90% TFA

[Ser-Hegas],-D-Lys-Lys(DOTA)-CH

ﬂ 1.5 eq NalOy4

[O=CH-CO-Hegas],-D-Lys-Lys(DOTA)-OH
Abb. 6.15: Synthese einer dialdehydischen Verzweigungseinheit mit zusatzlicher

Markierungsstelle.

Zunéchst wurde das Peptid nach Fmoc-Strategie am TCP-Harz aufgebaut und dann der
Chelator DOTA iiber die vormals ivDde-geschiitzte a-Aminogruppe von Lysin verkniipft.
Nach Abspaltung vom Harz wurden die N-terminalen Serine mit NalOs zum Aldehyd
oxidiert. Die Ausbeute bezogen auf die Harzbelegung betrug knapp 30 %. Die resultierenden
Aldehyde wurden schlieBlich per HPLC gereinigt und mdglichst schnell (innerhalb von 24 h)
fiir die anschlielende Oximligation eingesetzt. Bei ldngerer Lagerung wurde auch bei -18 °C
langsame Zersetzung der Aldehyde beobachtet.

Die abschlieBende chemoselektive Ligation wurde in Wasser/Acetonitril-Gemischen mit
1.1 eq. Aminooxyacetyl->Tyr-Octreotat pro Aldehydfunktionalitit bei pH 4 durchgefiihrt.
Nach 1 h war die Reaktion komplett und die erhaltenen Produkte wurden schlieBlich
nochmals mittels HPLC gereinigt. Abb. 6.16 zeigt die Synthese eines einfachen Dimers mit

Hegas-Spacer.
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Abb. 6.16: Synthese eines Dimers mittels Oximligation.

Die massenspekroskopische Charakterisierung der oligomeren Verbindungen erfolgte

mittels ESI-MS (einfach und mehrfach geladene Ionen) und durch MALDI-TOF. Die

Aufbewahrung erfolgte bei -18 °C.

Insgesamt wurden nach den genannten Methoden folgende Verbindungen erhalten:

Monomere
Octreotat

*Tyr-Octreotat

monomere Referenz
mit modifiziertem
N-Terminus

Dimere

Dimer mit Hegas

Dimer mit
Hegas/Asp in
Verzweigung
Dimer mit Ado/Asp

in Verzweigung

Dimer mit
geschutzer
Aminooxygruppe
Dimer mit p-

Fluorbenzaldehyd

117
118
119

120

121

122

123

124

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH,0-N=CH-CO-HEGAS Z-D-LyS-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH,0-N=CH-CO-HEGAS ,D-Lys-D-Asp-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH,0-N=CH-CO-ADO ————— | -D-Lys-D-Asp-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH;0-N=CH-CO-HEGAS l 2-D-Lys—Dpr[Aoa(Boc)]-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH,0-N=CH-CO-HEGAS Z-D-LyS-Dpr(Aoa-pFPh)-OH
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Dimer mit DOTA- 125 cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

l ,D-Lys-D-Lys(DOTA)-OH

Chelator COCH,0-N=CH-CO-HEGAS
Tetramer
Tetramer mit Hegas 126 ([ycio[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS -D-Lys--D-Lys-OH
2 2

Verbindung 123 war urspriinglich als Vorldufer fiir eine Radiomarkierung mit '*F-
Benzaldehyd, nach Boc-Entschiitzung, konzipiert. Da jedoch bei den in vivo Untersuchungen
ungiinstige Nierenanreicherung bei dimeren Verbindungen beobachtet wurde und auch die
Boc-Entschiitzung (unter Verwendung 50%iger TFA) mit teilweiser Spaltung der
Oximbindung einherging wurde auf weitere Umsetzungen verzichtet. Verbindung 124 wurde
hergestellt, indem die nicht-oxidierte und entschiitzte Verzweigungseinheit zunichst mit p-
Fluorbenzaldehyd umgesetzt wurde und anschlieBend erst oxidiert und schlielich zum Dimer

umgesetzt wurde.
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6.5 Biologische Evaluation der oligomeren Somatostatin-Analoga

Die Verbindungen wurden unter der Leitung von Dr. D. Hoyer bei Novartis/Basel auf ihre
Bindungsaffinitat fiir humane SST-Rezeptoren, die in CCL39 Fibroblasten exprimiert wurden,

mittels Verdrangungsassays gegen radiomarkierte Liganden an isolierten Membranen getestet.

Tab. 6.1: Kp-Werte von oligomeren SST-Analoga an isolierten Membranen von SSTR2-

exprimierenden CCL39-Fibroblasten.

Verbindung pKp Kp
[nmol/l]

117 cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH 8.96+0.07 1.10

118  cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH 9.02+0.13 0.95

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

119 7.90+0.06 12.59
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

120 | 8.19+0.06 6.46
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS ], D-LysOH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
121 | 8.10+0.04 7.94
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS | 2-D-Lys-D-Asp-OH

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

122 | 8.01+0.10 9.77
COCH,0-N=CH-CO-ADO ——M8M Z-D-Lys-D-Asp-OH
cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
124 8.10+0.07 7.94
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS ,D-Lys-Dpr(Aoa-pFPh)-OH
cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
126 COCH,0-N=CH-CO-HEGAS -D-Lys-(-D-Lys-OH 8.18+0.06 6.61
2 2

Dabei zeigte sich ein Erhalt der nanomolaren Bindungsaffinitdt gegeniiber SSTR2. Zudem
wurde in weiteren Testungen der Erhalt der bekannten Selektivitit von *Tyr-Octreotat gezeigt
(s. Anhang). Durch die Verldngerung des N-Terminus in 119 ging die Bindungsaffinitit um
eine GrofBenordnung gegeniiber der Verbindung 118 zuriick. Bei allen dimeren Verbindungen
erhohte sich die Affinitdt anschlieBend wieder etwa um den erwarteten Faktor zwei (zwei

Bindungsepitope). Eine weitere Erhohung der Bindungsepitope auf vier resultierte dagegen
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nicht in einer weiteren Zunahme. Die dimere Verbindung 122 mit verkiirztem spacer weist
unter den dimeren Verbindungen die geringste Bindungsaffinitit auf. Eine eindeutige
Bewertung des FEinflusses der Multivalenz erlaubt dieser Bindungsassay an
Membranfragmenten jedoch nicht. Es wird lediglich das Verdriangungsverhalten gegeniiber
den Liganden SST-28(['*I]-*Tyr) getestet. Inwieweit mdgliche Rezeptor-cluster an solchen
Fragmenten vorliegen ist iiberdies nicht klar. Fiir die folgenden in vivo Studien zur
Biodistribution war es jedoch wichtig den Erhalt der Rezeptoraffinitdt von Oligomeren zu
verifizieren.

Die Radiomarkierung und Durchfiihrung der Studien zur Biodistribution von ausgewéhlten
Verbindungen wurde von T. Poethko in der Nuklearmedizinischen Klinik und Poliklinik der
Technischen Universitdt Miinchen durchgefiihrt. Es wurden zunéchst die Verbindungen 119,
120, 121 und 122 ausgewihlt (das Tetramer 126 war laut T. Poethko nur sehr schwer
radioaktiv zu priparieren). Dabei sollte das Monomer 119 mit den verschiedenen Dimeren
122 (verkiirzter spacer), 120 und 121 (zusitzliche Sauregruppierung wurde als giinstig flr
erhohte Tumoranreicherung angesehen) verglichen werden. Die Markierung erfolgte nach der
Iodogen®Methode mit I (t,»=13 h) und "I (t,,=8 d), was bedingt durch die stark
unterschiedlichen Halbwertszeiten der beiden Radionuklide die parallele Untersuchung von
zwei Verbindungen in einer Maus erlaubt. Fiir die Untersuchungen wurden tumortragende
(AR42J) Nacktméuse (ménnlich und weiblich, Alter 6-8 Wochen) mit hoher SSTR2-
Expression verwendet. Die Verabreichung von 10 uCi ('*°I) bzw. 12 uCi (**’I) der
radiomarkierten Substanzen erfolgte intravends in die Schwanzvene von jeweils 3 Mausen fiir
jede Substanz. Die Tiere wurden 30 bzw. 60 min nach der Injektion getotet (post injection,
p.i.), seziert und der prozentuale Anteil der injizierten Dosis (Radioaktivitdt) normiert auf ein
Gramm des Organs (% ID/g) bestimmt. Die Spezifitit der Akkumulation der Radioaktivitét
im Tumorgewebe wurde in Kompetitionsstudien 60 min p.i. durch die gleichzeitige
Verabreichung von Octreotid nachgewiesen.

In Abb. 6.17 sind die Biodistributionsdaten 60 min p.i. der untersuchten Verbindungen
dargestellt. Dabei ist besonders die ungiinstig hohe Akkumulation in der Niere bei nicht
erhohtem tumor uptake der dimeren Verbindungen gegeniiber der monomeren Referenz
auffallend. Die beiden Verbindungen mit zusétzlichem Aspartat in der Seitenkette zeigen
keine erhohte Tumoranreicherung und reichern sich verstérkt in der Leber an. Somit wirkt
sich im Falle der dimeren Verbindungen die Einfiihrung einer zusitzlichen Sauregruppierung

ungiinstig auf die Biodistribution aus. Ein wesentlicher Einfluss der Spacerldngen
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(Verbindung 120 und 122) ist aus den vorliegen Daten nicht zu erkennen; innerhalb der
Fehler liefern beide Substanzen nahezu identische Werte.

In den Abbildungen 6.18 und 6.19 sind die Tumor/Organverhiltnisse der Verbindungen
veranschaulicht. Dabei fillt auf, dass sich die dimere Verbindung 120 im Vergleich zur
monomeren 121 zunichst stirker im Tumor anreichert und nach 60 min p.i. in den meisten
Organen ein niedrigeres Tumor/Organ Verhiltnis als in der monomeren Verbindung vorliegt.
Dies konnte auf hohere Bindungsaffinititen der dimeren Verbindung zuriickzufiihren sein, die
zundchst zu einer hoheren Tumoranreicherung fiihrt. Im weiteren Verlauf wiirde dieser Effekt
durch eine mogliche schnellere Internalisierung von monomeren Verbindungen (die zu
insgesamt hoheren tumor uptake fithrt) wieder wettgemacht. Fiir die Bestdtigung dieser

Vermutungen wiren allerdings explizite Internalisierungsstudien an SSTR-exprimierenden

Zellen notwendig.

Biodistribution

100% - 30 min p.i.
80% 4 @ 119 Monomer mit Hegas
| 122 Dimer mit Ado und Asp I
g’ 60% - O 120 Dimer mit Hegas
N 40% 0O 121 Dimer mit Hegas und Asp
20%
0% ™ [ 1 I | 1
5 N 9 3 8 N S ® z T 5
% o} = 2 s = g E o Zz X £
T (] = = 0
5 = = < [a} Z a =1
4 = s s =
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Abb. 6.17: Biodistribution von 119,120,121 und 122 30 min p.i. in M&usen.
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Tumor/Organ-Verhéltnisse
40 - 30 min p.i.
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Abb. 6.18: Tumor/Organ Verhaltnisse von 119,120,121 und 122 30 min p.i. in M&usen.
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Abb. 6.19: Tumor/Organ Verhaltnisse von 119,120,121 und 122 60 min p.i. in M&usen.
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7/ DOTA-DERIVATE FUR CHEMOSELEKTIVE SYNTHESEN

Bislang sind kommerziell lediglich Chelatoren mit Funktionalititen zur Reaktion mit
Amino- oder Carboxylfunktionen erhiltlich. Auch in der Literatur wurden ausschlieBlich
Synthesen von DOTA-Derivaten beschrieben, die sich iiber die genannten funktionellen
Gruppen in Peptide einbauen lassen. Die kiirzlich publizierte Verbindung 127 ldsst sich an
einer beliebigen Stelle innerhalb einer gegebenen Peptidsequenz einbauen.!'*”
CO,H

HN NHFmoc
t-BuOOC— / \ /—C\:\

Co°
N N
t-BuOOC—" \__/ —COOt-Bu

127
Abb. 7.1: DOTA-Derivat fir den Einbau in eine beliebige Stelle eines Peptids. /'

Fir die Einfilhrung eines Chelators bei multimeren RGD-Peptiden mit freier
Aminooxyfunktionalitit, wie sie von Dr. G. Thumshirn erhalten wurden,'***! wiren Aldehyd-
oder Methylketon-funktionalisierte DOTA-Derivate das Mittel der Wahl. Aullerdem wiirden
sich derartige Chelatoren gut fiir die Markierung groBerer, entsprechend funktionalisierter
Polypeptide eignen, die ihrerseits durch schrittweisen Aufbau mittels chemoselektiver
Verkniipfung mehrerer Teilsequenzen erhalten wurden und z.B. zusétzliche freie Amino- oder
Carboxylgruppen in Seitenketten aufweisen.

Folgende neuartigen Derivate des mehrzdhnigen Komplexbildners DOTA sollten

schlieBlich gemeinsam mit S. Kndr in unserem Arbeitskreis synthetisiert werden:

Oxim/Hydrazon- o Ligationmit__,
Ligation — Aziden 2
H =
o)
t-BuOOC— /\ /—CO,Me t-BuUOOC—_ /—\ Cco,Me t-BuOOC— /\ —CO,Me
C ) C) C)
N N N N N N
t-BuoOC—" \/ “—COOt-Bu t-BuooC—" \—/ “—COOt-Bu t-BuoOoC—" \—/ “—COOt-Bu
128 129 130

Abb. 7.2: Neuartige DOTA-Derivate fir chemoselektive Synthesen.
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Die Derivate 128 und 129 erlauben die chemoselektive Einfiihrung des Chelators liber die

Oxim- bzw Hydrazonligation.*™* 2]

Die Verkniipfung von Radionuklid tragenden
Chelatoren iiber Hydrazone ist liberdies angesichts der Séurelabilitidt der Hydrazon-Bindung
interessant. So konnte bei Internalisierung von radiomarkierten Peptiden in Tumorzellen mit
erniedrigten pH-Werten (pH~5) der Radionuklid tragende Komplex durch saure Hydrolyse in
der Zelle freigesetzt werden und fiir eine verlédngerte Verweildauer in der Tumorzelle sorgen.
Bei Hydrazon-Konjugaten von Neuropeptid Y mit Chemotherapeutika konnte im Vergleich
mit entsprechenden Amid-verbriickten Verbindungen, nur bei ersteren erhéhte cytotoxische
Aktivitidt in Glioblastom XF-498L Zellen gefunden werden, was auf die Freisetzung des
Chemotherapeutikums in Lysosomen und anschlieBende Diffusion ins Cytoplasma
zuriickgefiihrt wurde.[*”®!

Das Derivat 130 wiirde eine Einfilhrung von Chelatoren iiber die chemoselektive

Traizolbildung aus Aziden und Alkinen ermdglichen. Diese Dipolare Cycloaddition nach

[277, 278 [279]

Huisgen I'wird als duBerst leistungsfihige ,Click“-Reaktion'*”! angesehen und wurde
erst vor kurzem als Bereicherung fiir verschiedene Entwicklungen der medizinischen Chemie
entdeckt 250281

Die Synthesen der in Abb. 7.1 gezeigten DOTA-Derivate gelingen aus kéuflichem Cyclen
und entsprechenden Bromessigsdureestern. Wiéhrend einfache Bromessigsdureester
komerziell erhéltlich sind, miissen o-verzweigte Bromessigsaureester mit zusatzlicher Alkin-,
Aldehyd- oder Methylketon-Funktionalitit selbst dargestellt werden. Fiir die Synthese von
129 wurde (RS)-4-Acetyl-phenyl-bromessigsduremethylester 133 ausgehend von 131 in zwei
Stufen dargstellt. Zundchst wurde die Methylcarboxylmethylen-Einheit in einer Palladium-(0)
katalysierten Kreuzkupplung aus der Boronsdure 131 und Bromessigsduremethylester
eingefiihrt. Die Reaktion wurde in Gegenwart des kostengiinstigeren Tris(o-tolyl)phosphin
anstelle des in der Literatur verwendeten Trinaphthylphosphin durchgefiihrt, was als mogliche

Erklirung fiir die verringerte Ausbeute angesehen wird.”®! Die daran anschlieBende

radikalische Bromierung mit NBS in Benzylstellung verlief ohne Probleme in guten

Ausbeuten.
Br
B(OH)2  pd(0Ac),/P(oTol); OMe OMe
K,COj3
(@] - ] (6]
BICH,COMe O © NBS/AIBN
31% 76%
131 132 133

Abb. 7.3: Synthese von 133.
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Das fiir die Synthese von 130 a-verzweigte Bromessigsiureester-Derivat war ausgehend
von 136 nicht durch eine radikalische Seitenkettenbromierung unter obigen Bedingungen zu
erhalten. Mogliche Alternativen werden von S. Knor ausgearbeitet. Die Vorstufe konnte in

drei Stufen durch Veresterung von 134 und anschlieBender Sonogashira-Kupplung

synthetisiert werden.*** 25

1.Pd(PPhg),/Cul

OMe ) OMe
/©/\C02H MeoH/H,S0, /©/\H/ MeCN/SiMe3CCH
o 2 TBAF o
I | F

31% 76%
134 135 136
Abb. 7.4: Synthese von 136.

Eine Vorstufe von 128 konnte auschlieBlich aus kommerziell erhiltlichen Reagenzien
durch Umsetzung mit Cyclen 137 erhalten werden. Bei der Reaktion von Cyclen mit a-
Brombutyrolacton kann eine teilweise zweifache Alkylierung nicht verhindert werden. Die
besten Resultate konnten bei Verwendung von 1.5 eq Alkylierungsreagenz und
anschlieBender Zugabe von 3.3 eq Bromessigsadure-tertbutylester in DMF beobachtet werden.
Die Verbindung 138 soll anschlieBend durch Lacton6ffnung und Oxidation zum Aldehyd 128
umgesetzt werden. Bei der analogen Reaktion von 1.2 eq 133 mit Cyclen und

Bromessigsdure-tertbutylester konnte 129 in 60%iger Ausbeute hergestellt werden.

o)
O
t-BuOOC— Q 1. Br-butyrolacton 1.133 t-BuOOC— CO,Me
[N Nj ¢ 2. BrCH,CO,tBu [NH HN 2. BrCH,CO,tBu [N Nj
N N DMF/K,CO; NH HN DMF/K,COg
t-Bu0OOC—" \/ “—COOt-Bu / t-Bu0OC—" \/ “—COOt-Bu
138 137 129

60%

Abb. 7.5: Synthese neuartiger DOTA-Derivate.

Die Verbindung 129 erlaubt die chemoselektive Einfithrung des Chelators an Hydrazon-
oder Aminooxyfunktionalisierte Peptide liber das Methylketon. AuBerdem kénnen nach
selektiver Verseifung des Methylesters iiber Amidbindungen weitere Einheiten wie z.B
Zuckerreste (zur Verbesserung von pharmakokinetischen Eigenschaften), cytotoxische

Verbindungen etc. eingefiihrt werden.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unabhingige Projekte bearbeitet. Zunéchst
standen die Synthese und die biologische Evaluation von Minibibliotheken basierend auf
Monosacchariden als niedermolekulare o4-Integrinantagonisten im Mittelpunkt. Die
Inhibierung der Adhdsion von MAdCAM-1 an o4p7-Intergine bzw. von VCAM-1 an a4p1-
Intergine stellt bei einer Vielzahl von pathologischen Prozessen wie Autoimmunerkrankungen
und chronischen Entziindungen einen viel versprechenden Therapieansatz dar. Im zweiten
Teil wurden oligomere Somatostatinanaloga fiir eine mogliche Anwendung in der

Tumordiagnostik und -therapie entwickelt.

Peptidmimetika, denen Zuckergeriiste zugrunde liegen, sind im letzten Jahrzehnt
zunehmend in den Fokus der Wirkstoffentwicklung geriickt. Durch die enorme
Strukturvielfalt, die sich durch Variation der Seitenketten, der Konfiguration und der Position
von Pharmakophoren ergibt, und ein breites synthetisches Wissen scheinen Saccharide
duBerst flexible und geeignete Grundgeriiste in der kombinatorischen Chemie zu sein. Zu
Beginn der Arbeit war das Mannosederivat 32 als schwach aktiver und selektiver a4f1-
Interginligand bekannt. Im weiteren Verlauf wurde 38f als a4p7-selektiver Integrinligand
gefunden (Abb. 8.1). Um die biologische Relevanz der Konfiguration in Position 1 und 2, der
Linge des Aspartat- und Leucin-Pharmakophors sowie der hydrophoben Reste in Position 3
und 4 auszuloten und um Substanzen mit eventuell verbessertem pharmakologischem Profil
zu erhalten, wurden Minibibliotheken von o- und B-D-Glucosederivaten durch effiziente
Schutzgruppenstrategien in sieben bis zwolf Stufen in Losung dargestellt. AuBBerdem wurden
Synthesen fiir C-Glycoside und C-Mannoside mit den entsprechenden Pharmakophoren
entwickelt, um die metabolische Stabilitdt zu erhéhen.

Im Falle von Verbindung 32 scheint die Konfiguration in Position 2 fiir die biologische
Aktivtit wichtig zu sein, da das entsprechende Glucosederivat 72 die Adhdsion von VCAM-1
an o4p1l-Integrine nicht unterbindet. Allerdings miissten zur Untermauerung dieser
Ergebnisse weitere Testungen durchgefiihrt werden. Das Glycosid 76 und das
korrespondierende C2-Epimer 38 zeigten dhnliche Aktivititen gegeniiber der Adhdsion von
MAdCAM-1 an o4p7-Intergine, was durch die Moglichkeit der nahezu identischen
rdumlichen Anordnung des Phenylrests in gerechneten Strukturen erkldrt werden konnte. Eine

Verkiirzung des Aspartat-Pharmakophors zum C-Mannosid 97 war ohne Aktivitdtsverlust
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moglich. Somit ergeben sich nun prinzipiell weitere Moglichkeiten zur Darstellung

metabolisch stabilerer Derivate.

. T

Leucin
9 OH Mimic
OBn
O/\/ o By :>
MeO & o o\/COOH
MeO Omage= COOH

Aspartat
Mimic

32 388 Serin/Phenylalanin/
Hydrophobe Valin Mimic
ouB/VCAM ouB7/MAACAM Gruppen
70% Inhibition bei 2mg/mL 94% Inhibition bei Img/mL
OCH,CH(CH3), OMe OCH,CH(CHy), oMe OCH,CH(CHs),
o] 0 - o
Mefeo O—__—~COOH o oo o O~__-COOH
OCH,CH,0H OMe OMe oBn
2 97 76
oyp/VCAM o4B7/MAJCAM o4p7/MAACAM
inaktiv bei 1mg/mL 92 % Inhibition bei Img/mL 92 % Inhibition bei Img/mL

Abb. 8.1: Entwicklung von Monosacchariden als o4-Integrinantagonisten.

Die Verwendung oligomerer Liganden, die synchron an mehrere Rezeptoren binden
konnen, ermoglichte im Falle von radioaktiv markierten RGD-Oligomeren &uflerst

221

kontrastreiche PET-Aufnahmen des ovB3-positiven Tumorgewebes in der Maus.!
Anlehnung an das Multimerenkonzept wurden im zweiten Teil der Arbeit erstmals oligomere
Somatostatinanaloga fiir eine Anwendung in der Diagnose und Therapie von
Somatostatinrezeptor-2 (SSTR-2) positiven Tumoren evaluiert. Die Synthese gelang durch
Verkniipfung der aminooxyfunktionalisierten monomeren Somatostatinanaloga mit
verzweigten oligomeren Aldehyden mittels chemoselektiver Oximligation. Gegeniiber einem
vergleichbaren Monomer zeigten verschiedene Dimere und ein Tetramer erhdhte
Bindungsaffinititen gegeniiber dem Somatostatinrezeptor-2. Allerdings wurde bei in vivo
Biodistributionsanalysen, die im Klinikum rechts der Isar von T. Poethko durchgefiihrt
wurden, eine drastisch erhohte Nierenanreicherung der dimeren Substanzen beobachtet. Um

die Frage zu kldren, inwieweit oligomere Somatostatinanaloga die Internalisierung der

Rezeptoren verlangsamen oder verhindern wiren Internalisierungstudien an SSTR-2
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tragenden Zellen notwendig. Insgesamt scheinen oligomere Somatostatinanaloga aufgrund der
vorliegenden Biodistributionsdaten fiir einen FEinsatz in der Diagnose und Therapie von
Tumoren wenig geeignet zu sein.

SchlieBlich wurden in Zusammenarbet mit S. Knor neuartige Chelatoren fiir Radionuklide
entwickelt, die eine Einfithrung in zu markierende, hochfunktionalisierte Zielmolekiile iiber
chemoselektive Synthesen ohne umstidndliche Schutzgruppenstrategien ermoglichen. Dariiber
hinaus besteht in Verbindung 129 nach selektiver Verseifung des Methylesters die
Moglichkeit der Einfilhrung von weiteren Funktionalititen, wie z.B. Zuckern zur

Verbesserung pharmakokinetischer Eigenschaften.

E)_xirrg_/Hydrazon- mogliche Stelle fir
Igation = "Verzuckerung" etc.

7

t-BUOOC— / "\ CO,Me
CY
N N
t-BuooC—" \—/ —COO0t-Bu

129

Abb. 8.2: Neuartiges DOTA-Derivat fiir chemoselektive Synthesen.
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9 EXPERIMENTELLER TEIL

9.1 Material und Methoden

Alle technischen Ldsungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und bei Bedarf nach den
gangigen Verfahren absolutiert oder direkt von den Firmen Aldrich, Fluka oder Merck

bezogen. NMP wurde von der Firma BASF gespendet.

Die eingesetzten Reagenzien stammten von den Firmen Acros, Fluka, Lancaster, Merck,
NovaBiochem, Neosystem, Senn und Sigma Aldrich und entsprachen dem Reinheitsgrad ,,zur

Synthese* oder ,,per analysis“. Palladium/Aktivkohle war eine Spende der Firma Degussa.

Samtliche luft- oder hydrolyseempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten
Glasgerdten unter einer Argonatmosphire (99.996%) durchgefiihrt. Das Entfernen des
Luftsauerstoffs aus Reagenzien erfolgte durch Behandlung der Probe im Ultraschallbad mit
anschlieBendem Durchleiten von Argon. Bei lichtempfindlichen Reaktionen wurden die
Reaktionsgefiae mit Alufolie umhiillt.

Reaktionen an fester Phase wurden in 2 mL, 5 mL, 10 mL oder 20 mL Einmalspritzen
der Firma Becton-Dickinson durchgefiihrt, die mit PE-Fritten von der Firma Vetter
Labortechnik versehen wurden. Die Durchmischung der Harzsuspension erfolgte durch
Rotation oder Schiitteln der Kunststoffspritzen. Typischerweise wurde 1 mL gequollenes Harz
dreimal mit je 5 mL Losungsmittel fiir 5 min. gewaschen. Um bei Festphasenreaktionen
sowohl die Reaktionsédquivalente als auch die Ausbeute berechnen zu konnen, wurden
entweder die UV-spektroskopisch bestimmten, gravimetrisch bestimmten oder die vom

Hersteller angegebenen Belegungen verwendet.

Die dunnschichtchromatographische Analytik wurde mit Aluminiumfertigfolien der
Firma Merck (Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke 0.25 mm) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte
unter der UV-Lampe bei 254 nm. Als Firbereagenz wurde eine wéssrige, schwefelsaure
Cersulfat/Phosphormolybdénlosung  (6.25 g  Phosphormolybdinsédurehydrat, 2.5 g
Cer(IV)sulfat, 15 mL Schwefelsdure, 235 mL Wasser) verwendet. AnschlieBend erfolgte die
Entwicklung mit dem HeiBluftfohn.
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Sdulenchromatographische Trennungen erfolgten mit 30- bis 100-fachem
Masseniiberschuss an Kieselgel 60 bzw. 40 (Korngrofie 63-200 bzw. 40-63 um) der Firma
Merck bei einem Uberdruck von 0.8 — 1.4 bar (Flash-Chromatographie).

Die Massenspektren wurden durch Laser-Desorption (MALDI), chemical ionisation (CI)
oder electrospray ionisation (ESI) erhalten. HPLC-ESI-MS Massenspektren wurden mit
einem Geridt der Firma Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem HPLC-System
Hewlett Packard HP 1100 (Sadulenmaterial Nucleosil 100 5C;g) durchgefiihrt. Die ESI-
Spektren werden in der Form ,,.X (Y) [M + Z]* angegeben, wobei die Molekiilmasse X mit
der Intensitit Y % detektiert wurde. X entspricht dabei dem Anlagerungsprodukt aus dem

untersuchten Molekiil mit dem Molekulargewicht M und dem Kation Z*.

Die Schmelzpunkte wurden an einer Apparatur nach Dr. Tottoli, Biichi 510 gemessen und

sind nicht korrigiert

Analytische und préparative RP-HPLC wurden an folgenden Gerdten (Beckmann,
Amersham Pharmacia Biotech, Waters) und Saulen (Omnicrom YMC Europe GmbH)
durchgefiihrt:

a) Amersham Pharmacia Biotech: Akta Basic 10F, Pumpensystem P-900, Detektor UV-
900, Steuerungssoftware Unicorn Vers. 3.00; Siulenmaterial: ODS-A Cig (120 A,
S5uM, 250 mm x 4.6 mm);

b) Amersham Pharmacia Biotech: Akta Basic 100F, Pumpensystem P-900, Detektor UV-
900, Steuerungssoftware Unicorn Vers. 3.00; Siulenmaterial: (1) ODS-A Ciz (120 A,
10 uM, 250 mm x 20 mm) semipriparativ; (2) ODS-A Cig (120 A 10 uM, 250 mm x
30 mm) priparativ;

c) Beckman: System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-Detektor 166;
Sdulenmaterial: (1) ODS-A C;5(120 A, 5 uM, 250 mm x 20 mm) semipriparativ; (2)
ODS-A Ci5(120 A 11 pM, 250 mm x 20 mm) semipriparativ;

d) Waters: System Breeze, Pumpensystem 1525, UV-Detektor 2487 Dual,
Steuerungssoftware Breeze Vers. 3.20; Siulenmaterial: ODS-A C5 (120 A, 5 uM, 250

mm x 20 mm) semipréparativ.

Als Eluent kamen verschiedene lineare Gradienten aus Acetonitril und Wasser mit 0.1 %

TFA zum Einsatz. Préparationen wurden bei einem Fluss von 8 mL/min (semipréparativ) und
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25 mL/min (prdparativ) durchgefiihrt. Analytische Retentionszeiten wurden bei
Durchflussraten von 1 mL/min ermittelt. Die UV-Detektion erfolgte bei den Wellenldngen

220 und 254 nm.

Die NMR-Spektren wurden mit den Gerdten AC250 und DMXS500 der Firma Bruker
aufgenommen und an SGI-Workstations mit dem Programm UXNMR Version 3.1 (Bruker)
prozessiert. Die verwendeten Pulsprogramme stammen von Bruker oder wurden von
Mitgliedern der Arbeitsgruppe geschrieben. Die NMR-Experimente wurden in ProberShrchen
mit 0.5 cm Durchmesser durchgefiihrt, wobei in der Regel zwischen 5 mg und 15 mg
Substanz in je 5 mL DMSO-dg bzw. CDCl; gelost wurden. Die chemischen Verschiebungen
wurden auf das Restprotonensignal von DMSO-d¢ bei 2.50 ppm bzw. von CDCl; bei 7.24
ppm in den 'H-Spektren und auf das *C-Signal von DMSO-ds bei 39.5 ppm bzw. von CDCl;
bei 77.0 ppm in den *C-Spektren kalibriert. Die vollstindige Zuordnung der Signale erfolgte
mittels 2D-homo- und heteronuklearer NMR-Spektroskopie (DQF-COSY, HMQC, HMBC,
HMQC-COSY, ROESY).

Die logP-Werte, Logarithmen der Verteilungskoeffizienten zwischen n-Octanol und
Wasser, wurden mithilfe der Software ChemDraw Ultra 8.0 nach der von Crippen et al. ]

vorgeschlagenen Fragmentierungsmethode berechnet.

Die Adhasionsassays fiihrte man in 96er Mikrotiterplatten der Firma Corning durch.
thVCAM-1 stammte von R&D Systems. MAdCAM-1 wurde aus dem Uberstand transfizierter
293T-Zellen gewonnen. Der donkey anti-human IgG wurde von Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc. hergestellt. Der Fluoreszenzfarbstoff H33342 wurde von der Firma
Calbiochem bezogen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Cytofluor 2300 der Firma Millipore
gemessen. Zur einheitlichen Durchfiihrung der Adhésionsassays wurden die Verbindungen in
DMSO geldst. Die Stammlosungen hatten eine Konzentration von 1 mg/10uL und wurden bei

—20 °C aufbewahrt.

9.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Spaltung eines Benzylethers durch Hydrierung
Eine Losung des benzylgeschiitzten Alkohols (0.5 mmol) in 10 mL EtOH wird mit 60 mg
10% Pd/C (ca. 50% Wasser, Typ E 10 N/W) versetzt und bei Raumtemperatur und

Normaldruck in einer Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach vollstindigem Umsatz (ca. 1 h,
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DC-Kontrolle) wird die Lésung iiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel abgezogen und das

Produkt ohne weitere Reinigung fiir die ndchste Synthese eingesetzt.

AAV 2: Tritylierung von Glucosederivaten in Position 6

10 mmol des zu tritylierenden Zuckers und 12 mmol Chlortriphenylmethan werden in 80
mL abs. Pyridin gelost und 15 h unter Rithren und Riickfluss erhitzt. Nach Zugabe von 5 mL
Methanol wird das LM abgezogen und der Riickstand zwischen 80 mL EE und 60 mL Wasser
verteilt. Die wissrige Phase wird mit EE extrahiert und die gesammelten organischen Phasen
iiber Na,SO, getrocknet und iiber Kieselgel filtriert.

Die Reinigung des 6ligen, gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel mit H/EE Gemischen als Laufmittel. Nach Abziehen des LM verbleiben die

tritylierten Verbindungen zumeist als weiler Schaum.

AAV 3: Spalten von Tritylethern

10 mmol des zu spaltenden Tritylethers werden bei RT mit 200 mL einer Losung
bestehend aus DCM, TFA und Wasser (88:2:5) versetzt. Dazu gibt man anschlieBend 3.1 mL
(2.37 g, 15 mmol) Triisopropylsilan und ldsst 30 min bei RT rithren. Nach vollstindigem
Umsatz gibt man wissrige ges. Na,CO;-Lsg. solange zu, bis die auftretende Gasentwicklung
stoppt.

Zur Aufarbeitung wird die Losung einmal mit DCM und mehrmals mit EE extrahiert. Die
gesammelten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet, tiber Kieselgel filtriert und
anschlieBend mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel mit H/EE Gemischen als Laufmittel

gereinigt.

AAV 4: Ethersynthese nach Williams |

10 mmol des zu verethernden Alkohols werden in 75 mL abs. THF gelost. AnschlieBend
gibt man 30 mmol KOH-Pulver und 3 mmol Kronenether 18-c-6 zu. Nach 20-miniitigem
Rithren werden 30 mmol des Alkylierungsmittels hinzugegeben und iiber Nacht bei RT
geriihrt. Zur Vervollstandigung der Reaktion (DC-Kontrolle) kann noch mehrmals KOH, 18-
¢-6 und Alkylierungsreagenz zugegeben werden.

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch zunichst mit 60 ml wassriger NH;-Lsg (25
%) versetzt und 1 h lang geriihrt (Zerstoren des Alkylierungsreagenz). Die mehrmalige

Extraktion des Produkts erfolgt mit EE. Die gesammelten organischen Phasen werden iiber
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Na,SO, getrocknet, tliber Kieselgel filtriert und anschlieBend mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel mit H/EE Gemischen als Laufmittel gereinigt.

AAYV 5: Ethersynthese nach Williams I1

Gepulvertes KOH (20 mmol je zu verethernder OH-Gruppe) wird in 10 mL DMSO
suspendiert und nach 10 min Riihren bei RT der Alkohol hinzugegeben. Anschlielend erfolgt
die Zugabe des Alkylierungsreagenz (10 mmol). Nach vollstdndiger Reaktion (DC-Kontrolle)
wird die Reaktionslosung zwischen 20 mL Wasser und 20 mL Diethylether verteilt und
mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die weitere Aufarbeitung und Reinigung erfolgt gemal3

AAV 4.

AAV 6: Synthese von a-Glycopyranosylchloriden aus Methylglycopyranosiden

1 mmol getrocknetes Methylglycopyranosid werden in einer Ar-Atmosphire in einer
Mischung aus 3 mL abs. DCM und 7 mL Eisessig geldst. Bei 0 °C wird 45 min lang HCI-Gas
durch die Losung geleitet. Zur Vervollstindigung der Reaktion wird das Reaktionsgemisch
fiir 24 h bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Nachdem {iberschiissiges HCI-Gas durch einen Ar-Strom ausgetrieben wurde, wird das
LM abgezogen. Das olige, farblose Rohprodukt wird anschlieBend mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel mit H/EE Gemischen als Laufmittel gereinigt.

AAV T7: Synthese von f-O-Glycosiden mittels Koenigs-Knorr-Reaktion

1 mmol Glycopyranosylchlorid werden in 5 mL abs. DCM {iber wenigen Kiigelchen
Molekularsieb (4 A) gelost und unter Riihren bei 0 °C mit 10 mmol des Glycosylakzeptors
versetzt. Unter Lichtausschluss gibt man nach 30 min 2 mmol Ag,COj; zu. Die Reaktion lauft
bei bis RT ansteigender Temperatur iiber Nacht unter Lichtausschluss.

Das Reaktionsgemisch wird iiber eine kurze Strecke Kieselgel filtriert und das LM
abgezogen. Die Reinigung erfolgt anschlieBend mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel

mit H/EE Gemischen als Laufmittel.

AAV 8: Synthese von Glycopyranosen aus Methylglycopyranosid
1 mmol Methylglycopyranosid werden in 10 mL Essigséure gelost. Nach Zugabe von 1.5
mL 0.2 M Trifluormethansulfonsdure wird die Losung fiir 5 h bei 90 °C gertihrt.
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Zur Aufarbeitung wird der pH-Wert der Losung durch Zugabe von ges. Na,CO;-Lsg. auf
pH4 eingestellt, eingeengt und zwischen Wasser und EE verteilt. Nach mehrmaliger
Extraktion des Produkts mit EE werden die gesammelten organischen Phasen iiber Na,SO,4
getrocknet, iiber Kieselgel filtriert und anschlieBend mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel mit H/EE Gemischen als Laufmittel gereinigt.

AAV 9: Synthese von Glycopyranosyl- bzw. Mannopyranosylbromiden

1 mmol Phenyl-1-thio-glycopyranosid bzw. Ethyl-1-thio-mannopyranosid werden in 10
mL abs. DCM geldst. Nach Zugabe von 1 mmol Brom wird die Losung fiir 25 min bei 0 °C
geriihrt.

Zur Aufarbeitung wird kalte 10%ige wassrige NaHSOs;-Lsg. zugegeben und mehrmals mit
DCM extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen werden iiber Na;SO4 getrocknet, iiber
Kieselgel filtriert und anschlieend mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel mit H/EE

Gemischen als Laufmittel gereinigt.

AAV 10: Hydrolyse von Estern
1 mmol des Esters werden in Wasser/Dioxan Mischungen gelost und anschlieBend mit 3
mmol LiOH versetzt und 3 h bei RT geriihrt. Nach Filtration iiber eine kurze Strecke

Kieselgel und Lyophilisieren wird die Verbindung mittels HPLC gereinigt.

AAV 11: Belegung von TCP-Harz

Zu trockenem TCP-Harz (maximale Belegungsdichte 0.9 mmol/g, 1.0 g) werden N-
terminal geschiitzte Aminosdure bzw. Séurebaustein (1.2 bis 1.5 mmol), abs. DCM (8 mL)
und DIPEA (3 mmol) hinzugefiigt. Zum Cappen von nicht umgesetzten Trityl-Gruppen
werden nach 1 h Schiitteln DIPEA (0.05 mL, 0.3 mmol) und Methanol (3 mL) zugesetzt und
weitere 15 min geschiittelt. Das Harz wird {iber eine Fritte abgesaugt und mit DCM (3 x 8
mL, je 3 min), NMP (3 x 8 mL, je 3 min), und nochmals mit DCM (3 x 8 mL, je 3 min)
gewaschen. Beim letzten Waschschritt gibt man sukzessive kleinere Mengen Methanol zu und
wiascht abschlieBend mit reinem Methanol (2 x 8 mL, je 3 min). Nach Trocknen des Harzes

iiber Nacht im Hochvakuum wird die Belegungsdichte nach folgender Formel bestimmt:

n Belegungsdichte [mmol / g belegtes Harz]
Mges  Gesamtmasse des Harzes nach der Belegung [g]

Muarz;  Masse des eingesetzten Harzes [g]
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Myes — My, Mxx  Molmasse der Aminoséure [g/mol]

n=
oo — M) Mges  Mupci Molmasse HCI (36.461 g/mol)

(M

Der Fehler, der dabei durch die unterschiedlichen Massen von Cl- und MeO- entsteht, ist

vernachléssigbar.

AAV 12: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Das Harz (1 g) wird fiir 5 min in NMP (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe erfolgt mit 20 %iger Piperidin/NMP Losung (2 x 10 mL) zuerst 5 min danach
15 min. In Gegenwart von ivDde-Schutzgruppen erfolgt die Fmoc-Entschiitzung nur zweimal
5 min, da sonst eine Teilabspaltung der ivDde-Schutzgruppen erfolgt. Das Harz wird

anschlieBend mit NMP (5 x 10 mL, je 3 min) gewaschen.

AAV 13: Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe:

Das Harz (1 g) wird fiir 5 min in NMP (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung der ivDde-
Schutzgruppe erfolgt mit 2 %iger Hydrazin/NMP Losung (2 x 10 mL, je 5 min). Das Harz
wird anschlieBend mit NMP (5 x 10 mL, je 3 min) gewaschen.

AAV 14: Festphasensynthese linearer Peptide mit Fmoc/tButyl-Schutzgruppenstrategie
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosdure und die

Kupplung einer weiteren N-Fmoc-geschiitzten Aminosdure erfolgt nach folgendem

FlieBschema:
Schritt Reagenzien Operation Zeit/ min
1 NMP waschen 1x3
2 20% Piperidin / NMP Fmoc-Abspaltung 1x5
3 20% Piperidin / NMP Fmoc-Abspaltung 1x15
4 NMP waschen 4x2
5 Fmoc-AS-OH kuppeln 1x60-90

Kupplungsreagenz/Base
6 NMP waschen 4x2

Wird die Synthese an einer Stelle unterbrochen, so wascht man das Harz mit NMP (5 x 3

min), DCM (5 x 3 min), und trocknet es im Vakuum. Vor der Abspaltung des Peptids vom
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Harz wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe analog der Schritte 1-3 des FlieBschemas

entfernt.

AAV 15: Kupplung mit TBTU/HOB:

Das harzgebundene freie Amin wird mit einer 0.1-0.2 M Loésung aus N-Fmoc-geschiitzter
Aminoséure (2 — 2.5 eq. bezogen auf freien N-Terminus an der Festphase im Schiittelgefal3),
TBTU und HOB (jeweils 1 eq. bezogen auf die Aminoséure) und DIPEA (pH 8 -9, 5.2 - 5.6
eq. bezogen auf die Aminosdure) in NMP versetzt. Die Kupplungsdauer betrdgt 60 min.

AnschlieBend wird das Harz mit NMP (5 x 3 min) gewaschen.

AAV 16: Abspaltung seitenkettengeschdtzter Verbindungen vom TCP-Harz

Nach Waschen des Harzes (0.25 g) mit DCM (4 x 2 mL, je 2 min) erfolgt die Abspaltung
durch

a) DCM:AcOH:TFE (3:1:1) 1 x 60 min, 1 x 30 min und 2 x 10 min oder

b) 20 % HFIP in DCM 5 x 20 min.

Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum eingeengt und der Riickstand bei (a) zweimal
mit Toluol koevaporiert, um eine Anreichern von Essigsdure mit mdglicher
Schutzgruppenabspaltung zu vermeiden. AbschlieBend lyophilisiert man aus t-

Butanol/Wasser.

AAV 17: Abspaltung vollstandig entschutzter Verbindungen vom TCP-Harz

Das Harz (0.25 g) wird zundchst mit DCM (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen. Vor der
Zugabe der Abspaltlosung werden ca. 250 pL TIPS in wenig DCM zu dem Harz hinzugefiigt.
Anschlieflend erfolgt die Abspaltung vom Harz mit einem Gemisch aus 95 % TFA und 5 %
Wasser (3 x 2 mL, je 5 min). Wird das Harz nicht entfarbt, so wird zusitzlich TIPS zur
Abspaltlosung gegeben. Die vereinigten Filtrate werden noch 1 h unter gelegentlichem
Schiitteln stehen gelassen. Anschlieend wird das Losungsmittel im Hochvakuum bei 35 °C
abdestilliert. Der Riickstand wird aus Wasser/t-Butanol lyophilisiert. Zur Féllung in Ether
werden die Filtrate in einen 30fachen Uberschuss an Ether eingetropft, das Peptid

abzentrifugiert und aus Wasser/t-Butanol lyophilisiert.

AAV 18: Oximligation
Zu einer 0.5 M Losung des vollstindig entschiitzten, aminoxyfunktionalisierten und HPLC-

gereinigten Peptids in ACN/H,O = 1:1vv (HPLC-Qualitét) bei pH 4 (TFA, HPLC-Qualitit)
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gibt man den Aldehyd (3 eq) und lésst 1 h bei RT rithren. AnschlieBend wird die saure
Losung mit Wasser verdiinnt und die Losungsmittel durch Lyophilisieren entfernt. Der

Riickstand wird mittels HPLC gereinigt.

AAV 19: Oxidation von C-terminalen Serin mit NalO,

Eine 0.1 molare Losung des zu oxidierenden Peptids in 25 %iger Essigsdure wird mit 1.5
eq. NalOy4 versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Nach verdiinnen mit Wasser wird das LM
durch lyophilisieren enfernt. Der Riickstand wird mittels HPLC gereinigt.

AAV 20: Disulfidbruckenzyklisierung seitenkettenentschiitzter Peptide in Losung

a) Eine 1 mM Losung des Peptids in HO/DMSO (50:1 v/v) wird bis zum vollstdndigen
Umsatz (HPLC-Kontrolle) bei RT unter Sauerstoffeinfluss geriihrt (24-48 h). Nach
Entfernen des LM durch lyophilisieren wird der Riickstand mittels HPLC gereinigt.

b) Eine 1 mM Losung des Peptids in wéssriger SmM NH4OAc-Losung wird mit
gesittigter NaHCO;-Losung auf pH 7-8 gebracht. AnschlieBend gibt man 3
Aquivalente H,0, in Form einer 30 % H,0,-Losung zu und riihrt 30 min bei RT. Nach
Entfernen des LM durch lyophilisieren wird der Riickstand mittels HPLC gereinigt.

9.3 Synthese von Monosacchariden als a4-Integrinantgonisten

9.3.1 Synthese von Alkylierungsreagentien

0S0,CH,

Isopropylmesylat!''”!

Zu einer Losung bestehend aus 27.8 mL (27.2 g, 344 mmol) Pyridin und 23 mL (18.1 g,
301 mmol) getrocknetem Isopropanol werden bei — 20° C 16.2 mL (24.0 g , 209 mmol)
Methansulfonylchlorid innerhalb 5 min zugetropft. Das Eis-Kochsalzbad wird nach beendeter
Zugabe durch ein Eisbad ersetzt und die Losung 30 min geriihrt. Anschliefend wird noch 2 h
lang bei RT gertihrt.

Zur Aufarbeitung werden 50 mL Ether und 30 mL Eiswasser zugegeben. Die organische

Phase wird einmal mit kaltem Wasser gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Das LM wird
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am Rotationsverdampfer abgezogen. Zur Reinigung des Isopropylmesylats wird
fraktionierend destilliert (Sdp. 88 —93° C / 12 torr).
Ausbeute 21.5 g (156 mmol; 75 %)

'H-NMR (CDCls, 250 MHz):
4.93 (h, 1H, (CH3),CH), 2.96 (s, 3H, SCHa), 1.39 (d, 6H, Juu = 9.24 Hz, CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz):
77.1 (SCH3), 39.0 ((CH3)2CH), 23.4 (CH(CHa)y),

Y\OSOZCHQ,

Die Darstellung von Isobutylmesylat gelingt ausgehend von 500 mmol Isobutanol analog

Isobutylmesylat!**!

zur Darstellung von Isopropylmesylat.

Ausbeute 62.3 g (410 mmol; 82 %)

'H-NMR (CDCls, 250 MHz):
3.92 (d, 2H, J=7.5 Hz, (CH3),CHCH,), 2.93 (s, 3H, SCH3), 1.98 (m, 1H, CH(CHs),), 0.94 (d,
6H, J=7.2 Hz, CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz):
76.3 ((CH3),CHCHS,), 37.5 (SCH3), 28.6 ((CH3),CHCHy), 23.4 (CH(CH3),)

9.3.2 Synthese von Monosacchariden
OBn

HO

BnO
OMe

46
Methyl-2,6-di-O-benzyl-a-p-glycopyranosid!®”

21 g (108.2 mmol) Methyl-a-D-glycopyranosid und 40.4 g (161 mmol) Dibutylzinnoxid
werden in 500 mL Toluol am Wasserabscheider 14 h lang unter Riickfluss erhitzt. Danach

wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen. Zu dem verbleibendem
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gelblichem Feststoff werden 100 mL Benzylbromid gegeben. Die Losung wird bei 85-95 °C
(Olbadtemperatur) 24 h lang geriihrt.

Zur Aufarbeitung werden 160 mL TCM zugegeben und mit 320 mL Wasser gewaschen.
Die wissrige Phase wird mehrmals mit EE extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen
werden tliber Na,SO4 getrocknet, {iber eine kurze Strecke Kieselgel filtriert und im Vakuum
eingeengt.  Die  restliche,  Benzylbromid  enthaltende  Losung  wird am
Stickstoffrotationsverdampfer weiter eingeengt.

Der verbleibende gelbliche Sirup wird mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
gereinigt (Laufmittel: H/EE = 3:1 bis 1:8).

Zur weiteren Reinigung kann noch aus Ether/Hexan/Aceton = 1:1:0.1 umkristallisiert
werden. Methyl-2,6-di-O-benzyl-a-D-glycopyranosid wird als weiller Feststoff erhalten.
Ausbeute: 20 g (27 mmol, 90 %), Smp.: 84-86 °C

R¢ [H/EE (1:2)] = 0.38

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.35 —7.27 (m, 10 H, H-Aromaten), 4.71 (d, 1H, J=12.1 Hz, CHH’Ph), 4.67 (d, 1H, J=12.2
Hz, CHH’Ph), 4.65 (d, 1H, J1=3.5 Hz, H-C(1)), 4.62 (d, 1H, J=12.1 Hz, CHH’Ph), 4.56 (d,
1H, J=12.1 Hz, CHH’Ph), 3.91 (dd, 1H, J;3= J35=9.2 Hz, H-C(3)), 3.73-3.70 (m, 3H, H-C(5),
H,-C(6)), 3.60 (m, 1H, H-C(4)), 3.39 (dd, 1H, J;»= 3.5 Hz, J,3=9.2 Hz, H-C(2)), 3.36 (s, 3H,
OCHs)

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz):
138.3 (Benzyl C-1), 129.0, 128.8, 128.5, 128.1, 128.2 (C-Aromaten), 98.1 (C-(1)), 79.6 (C-
(2)), 74.0 (CH,Ph), 73.4 (C-(3)), 71.6 (C-(4)), 70.0 (C-(5)), 69.9 C(6), 55.7 (OCH3)

OBn

MeO
MeO

BnO
OMe

47
Methyl-2,6-di-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid!**®!

Die Synthese erfolgt nach AAV 4 ausgehend von 10 g Methyl-2,6-di-O-benzyl-a.-D-
glycopyranosid 46. Die Reinigung erfolgt mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
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(Laufmittel: H/EE = 5:1 bis 2:1). Es wird Methyl-2,6-di-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-o.-D-
glycopyranosid 47 als farbloses Ol erhalten.
Ausbeute 7.9 g (9.69 mmol, 73 %)

R¢ [H/EE (4:1)] = 0.47

ESI-MS: 425.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.34 —7.28 (m, 10 H, H-Aromaten), 4.79 (d, 1H, J=12.2 Hz, CHH’Ph), 4.64 (d, 2H, J=12.2
Hz, CHH’Ph), 4.58 (d, 1H, J;,=3.6 Hz, H-C(1)), 4.52 (d, 1H, J=12.1 Hz, CHH’Ph), 3.67 (s,
3H, OCH3), 3.67- 3.56 (m, 4H, H-C(3), H-C(5), H,-C(6)), 3.48 (s, 3H, OCH3), 3.41 (dd, 1H,
J12=3.6 Hz, J3=9.6 Hz, H-C(2)), 3.36 (s, 3H, OCH3), 3.24 (dd, 1H, J34= J45=9.6 Hz, H-C(4))

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz):
138.8, 138.5 (Benzyl C-1), 128.8, 128.7, 128.4, 128.2, 128.0 (C-Aromaten), 98.7 (C-(1)), 84.2
(C-(3)), 79.9 (C-(2)), 73.9 (CH,Ph), 73.7(CH,Ph), 70.3 (C-(5)), 69.0 (C(6), 61.4 (OCH3), 60.8

(OCH3), 55.6 (OCH3)
OH

MeO
MeO

HO
OMe

48
Methyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid!**®!

Die Synthese erfolgt ausgehend von 6 g (24,9 mmol) Methyl-2,6-di-O-benzyl-3,4-di-O-
methyl-a-D-glycopyranosid 47 nach AAV 1. Es verbleibt Methyl 3,4-di-O-methyl-o-D-
glycopyranosid 48 als farbloses Ol.

Ausbeute 5.2 g (23.4 mmol, 94 %),

R (EE) = 0.26

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):
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4.75 (d, 1H, J1=3.5 Hz, H-(C~(1)), 3.85 (dd, 1H, Jss< 1 Hz, Jo=11.3 Hz, H-(C~(6)), 3.76 (dd,
1H, Jse=4 Hz, Jg6=11.3 Hz H’-(C~(6)), 3.67 (s, 3 H, OCH3), 3.57(s, 3H, OCH3), 3.57 (m, 1H,
H-(C-(5)), 3.54 (m, 1H, H-(C-(2)), 3.43 (s, 3H, OCH3), 3.40 (m, 1H, H-(C-(3)), 3.17 (dd, 1H,
Jss= I4s =11.9 Hz, H-(C-(4))

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):
99.7 (C-(1)), 84.8 (C-(3)), 80.0 (C-(4)), 73.0 (C-(2)), 71.4 (C-(5)), 62.2 (C-(6)), 61.3 (OCH3),
60.8 (OCH3), 55.7 (OCH3)

OTrt

MeO
MeO

HO
OMe

49
Methyl-3,4-di-O-methyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid

Die Synthese erfolgt nach AAV 2 aus 8.00 g (36.00 mmol) Methyl-3,4-di-O-methyl-o-D-
glycopyranosid 48. Nach Reinigung des oligen, gelblichen Rohprodukts mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 1:1) verbleibt Methyl-3,4-di-O-methyl-6-
O-trityl-1-a-D-glycopyranosid 49 als weiller Schaum.

Ausbeute: 12.6 g (27 mmol, 75 %).

R [H/EE (1:1)]=0.38
ESI-MS: 487.3 (M+Na"), 243 (Trt")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.52-7.27 (m, 15H , H-Aromaten), 4.86 (d, 1H, J;,=3.9 Hz, H-C~(1)), 3.67 (s, 3H, OCHs),
3,66 (m, 2H, H-C-(2), H-C(5)), 3.49 (s, 3H, OCH3), 3.43 (dd, 1H, Js¢= 1.6 Hz, Jo=10.1 Hz,
H-C-(6)), 3.37 (dd, 1H, J34=J3=9.2 Hz, H-C-(3)), 3.31 (dd, 1H, J4=]45=9.3 Hz, H-C-(4)),
3.29 (s, 3H, OCH3), 3.16 (dd, 1H, Js¢= 4.5 Hz, Jes=10.1 Hz, H-C~(6))

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):
144.4 (Trityl C-1), 129.2, 129,1, 127,4 (C-Aromaten), 99.5 (C-(1)), 85.2 (C-(3)), 80.4 (C-(4)),
73.1 (C-(2)), 70.9 (C~(5)), 62.8 (C-(6)), 61.4 (OCH3), 60.6 (OCH3), 55.4 (OCH3)
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OH

HO
HO SPh

OH
55109]
Phenyl-1-thio-B-D-glycopyranosid

25 g (64 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-a-D-glycopyranosid werden unter Argon in 60
mL abs. DCM geldst. Dazu werden bei 0 °C 7.4 mL (72 mmol) Thiophenol zugegeben und
5.3 mL (45 mmol) SnCl, vorsichtig zugetropft. Die Reaktion l4uft bei bis RT ansteigender
Temperatur fiir 16 h.

Zur Aufarbeitung wird die Losung mit 60 mL 1 M KF-Losung und gesittigter NaHCO;-
Losung gewaschen. Die wissrige Phase wird mit EE riickextrahiert und anschlieend die
vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO4 getrocknet und iiber Kieselgel filtriert. Die
Reinigung kann durch Umkristallisieren in H/EE = 3:1 oder mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 3:1) erfolgen. Man erhélt Phenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-
thio-f-D-glycopyranosid in Form farbloser Kristalle.

Ausbeute 16.1 g (36.6 mmol, 57 %)

18 g (41 mmol) Phenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-B-D-glycopyranosid werden in 150
mL MeOH gelost. Anschlieend gibt man 2.21 g (41 mmol) NaOMe zu und ldsst 2 h bei RT
riihren. AnschlieBend wird die basische Losung mit Ionentauscher Amberlite IR-120
neutralisiert. Nach Abtrennen des Harzes und Abziehen des LM verbleibt ein gelblicher
Feststoff, der mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel DCM/MeOH = 9:1)
gereinigt wird. Man erhélt Phenyl 1-thio-B-D-glycopyranosid 55 als farblosen Feststoft.
Ausbeute 10.7 g (39 mmol, 95 %)

R¢ [H/EE (1:1)] = 0.09

'H-NMR (DMSO, 500 MHz, 300 K):

7.46-7.18 (m, SH , H-Aromaten), 4.60 (d, 1H, J;,=9.8 Hz, H-C(1)), 3.70 (m, 1H, H-C(6)),
3.48 (m, 1H, H-C(6)), 3.24 (m, 1H, H-C(3)), 3.24 (m, 1H, H-C(5)), 3.14 (m, 1H, H-C(4)),
3.09 (m, 1H, H-C(2))

BC-NMR (DMSO, 125 MHz, 300K):
133.8 (Phenyl C-1), 130.6, 129.6, 129.4, 127.1 (C-Aromaten), 88.0 (C-(1)), 81.8 (C(5)), 79.1
(C(3)), 73.2 (C(2)), 70.7 (C(4)), 61.9 (C(6))
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OMe OH

O SPh

OH
OMe

56
Phenyl-3,4-0-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-pB-D-glycopyranosid

10 g (36.7 mmol) Phenyl-1-thio-f-D-glycopyranosid 55 werden in 120 mL abs. MeOH
gelost und mit 2.37 g CSA, 10.34 g (50.6 mmol) CDA und 5.42 g Trimethylorthoformiat
versetzt. Die Losung wird fiir 10 h unter Riickfluss erhitzt. Die Losung wird mit 3 g NaHCO;
neutralisiert, {iber Kieselgel filtriert und das LM abgezogen. Das erhaltene Rohprodukt wird
mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:2 bis 1:1) gereinigt. Es
werden etwa gleiche Mengen an Phenyl-2,3-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-f3-
D-glycopyranosid und Phenyl-3,4-0-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-a.-D-
glycopyranosid erhalten.

Ausbeute 6.05 g (14.7 mmol, 40 %)

R [H/EE (1:1)] = 0.46

ESI-MS: 381.3 (M-OMe)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.52, 7.33-7.27 (m, 5SH , H-Aromaten), 4.60 (d, 1H, J;,=9.7 Hz, H-C(1)), 3.91 (dd, 1H,
123=134=10.3 Hz, H-C(3)), 3.89 (dd, 1H, J5s=2.9 Hz, Juw=12.0 Hz, H-C(6)), 3.80 (dd, 1H,
J35=J45=10 Hz, H-C(4)), 3.74 (dd, 1H, Jup=12 Hz Js¢=4.3 Hz, H’-C(6)), 3.63 (m, 1H, H-
C(5)), 3.54 (dd, 1H, J1,=J53=9.3 Hz, H-C(2)), 3.26 (s, 3H, OCH3), 3.20 (s, 3H, OCH3), 1.78
(m, 1H, CH,CH,C(OMe)), 1.76 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)), 1.56 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)),
1.42 (m, 2H, CH,CH,C(OMe))

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

133.6, 131.7, 129.5, 128.8 (C-Aromaten), 99.0, 98.9 (-COCH3), 88.8 (C-(1)), 78.5 (C(5)),
743 (C(3)), 69.9 C(2)), 66.2 (C(4)), 61.9 (C(6), 47.3 (OCH3), 46.4 (OCH3), 27.4, 27.3
(CH,CH,COMe), 21.7 (CH,CH,COMe)
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OMe OH

(0] SPh

OBn
OMe

58
Phenyl-2-0O-benzyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-B-D-
glycopyranosid

508 g (12.32 mmol) Phenyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-p-D-
glycopyranosid 56 werden in 60 mL Pyridin geldst und mit 3.45 mL (14.78 mmol) TBDPSCI
versetzt und 20 h bei RT geriihrt. Nach Abziehen des LM wird der Riickstand mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1 bis 3:1) gereinigt. Man erhélt Phenyl-
3,4-0-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-f3-D-
glycopyranosid als farblosen Feststoff.

7.8 g (11.9 mmol) Phenyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-f-D-glycopyranosid werden nach AAV 4 mit Benzylbromid
umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE =
7:1 bis 4:1) erhdlt man Phenyl-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-B-D-glycopyranosid als farblosen Feststoff.

7.1g (9.6 mmol) Phenyl-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-B-D-glycopyranosid werden in 70 mL THF gelost und mit 10 mL
einer 1| M TBAF-Losung in THF versetzt. Man erhdlt Phenyl-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-
dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-B-D-glycopyranosid 58 als farblosen Feststoff.
Ausbeute 4.6 g (9.12 mmol, 75 %) tiber drei Stufen

R [H/EE (3:1)] = 0.18

ESI-MS: 471.2 (M-OMe)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.60-7.27 (m, 10H , H-Aromaten), 4.86 (d, 1H, J=10.6 Hz, CHH’Ph), 4.76 (d, 1H, J=10.6 Hz,
CHH’Ph), 4.69 (d, 1H, J;=9.4 Hz, H-C(1)), 4.06 (dd, 1H, J,3=J3,=9.8 Hz, H-C(3)), 3.89 (dd,
1H, J56=2.9 Hz, Jup=12.0 Hz, H-C(6)), 3.85 (dd, 1H, J3,=J45=10 Hz, H-C(4)), 3.75 (dd, 1H,
Juw=12 Hz, Js¢=4.8 Hz, H’-C(6)), 3.57 (m, 1H, H-C(5)), 3.52 (dd, 1H, J;»=J,3=9.3 Hz, H-
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C(2)), 3.23 (s, 6H, OCH3), 1.78 (m, 1H, CH,CH,C(OMe)), 1.76 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)),
1.56 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)), 1.42 (m, 2H, CH,CH,C(OMe))

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

138.7, 133.2, 133.1, 129.4, 128.6, 128.3, 128.2 (C-Aromaten), 99.0, 98.9 (-COCH3), 87.8 (C-
(1)), 78.2 (C(5)), 78.1 (C(2)), 75.9 (CH,Ph), 75.6 (C(3)), 66.9 C(4)), 62.0 (C(6)), 47.3
(OCH3), 47.2 (OCH3), 27.5, 27.3 (CH,CH,COMe), 21.8, 21.7 (CH,CH,COMe)

OMe OCH,CH(CHg),

0}

OBn
OMe

59
Phenyl-2-O-benzyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-1-thio-B-D-
glycopyranosid

3.5 g (7 mmol) Phenyl-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-B-D-
glycopyranosid 58 werden nach AAV 4 mit Isobutylmesylat als Alkylierungsmittel
umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE =
8:1 bis 4:1) erhdlt man Phenyl-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
isobutyl-1-thio-B-D-glycopyranosid 59 als farblosen Feststoff.

Ausbeute 3.68 g (6.6 mmol, 94 %)

R¢ [H/EE (4:1)] = 0.68

ESI-MS: 591.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.60-7.27 (m, 10H , H-Aromaten), 4.81 (d, 1H, J=12.6 Hz, CHH’Ph), 4.71 (d, 1H, J=12.6 Hz,
CHH’Ph), 4.62 (d, 1H, J;»=12 Hz, H-C(1)), 4.04 (dd, 1H, J»3=J1,=9.9 Hz, H-C(3)), 3.87 (dd,
1H, J3=145=9.9 Hz, H-C(4)), 3.69-3.63 (m, 3H, H-C(5), H»-C(6)), 3.50 (dd, 1H, J;,=T»=12
Hz, H-C(2)), 3.26 (m, 2H, CH,CH(CHs),), 3.24 (s, 3H, OCHs), 3.22 (s, 3H, OCH;), 1.85 (m,
1H, CH,CH(CH;),), 1.76 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)), 1.54 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)), 1.41 (m,
1H, CH,CH,COMe), 0.93 (d, 3H, J=6.8 Hz, OCH,CH(CH;),), 0.92 (d, 3H, J=6.8 Hz,
OCH,CH(CHs),)
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BC-NMR (CDCl;s, 125 MHz, 300K):

138.9, 133.4, 133.2, 129.2, 128.7, 128.5, 128.1 (C-Aromaten), 99.0, 98.9 (OCH3), 87.5 (C-
(1)), 79.0 (CH,CH(CHs),), 78.2 (C(5)), 77.7 (C(2)), 75.9 (CH,Ph), 75.8 (C(3)), 69.3 C(6)),
66.7 (C(4)), 47.3 (OCH3), 47.2 (OCH3), 29.1 (CH,CH(CH3),)), 27.5, 27.3 (CH,CH,COMe),
21.8,21.7 (CH,CH,COMe), 19.8 (CH,CH(CH3),)

OTrt

HO

HO
OMe

139
Methyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid

Die Synthese erfolgt nach AAV 2 aus 6.00 g (30.9 mmol) Methyl-o-D-glycopyranosid.
Nach Reinigung durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel DCM/MeOH = 20:1
bis 10:1) verbleibt Methyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid 139 als weifler Schaum.

Ausbeute: 11.5 g (26.4 mmol, 85 %).

R¢ [CHCl;/MeOH (4:1)] = 0.72

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz, 300 K):

7.39-7.24 (m, 15H, H-Aromaten), 4.61 (d, 1H, H-C(1)), 3.60 (dd, 1H, H-C(5)), 3.40 (s, 3H,
OCHs), 3.37 (dd, 1H, H-C(3)), 3.25 (dd, 1H, HH’-C(6)), 3.21 (dd, 1H, H-C(2)), 3.01 (dd, 1H,
HH’-C(6)), 2.96 (dd, 1H, H-C(4))

BC-NMR (DMSO-dg, 125 MHz, 300 K):
144.9 (Trityl C-1), 129.2, 128.7, 127.8 (C-Aromaten), 100.5 (C-(1)), 74.5 (C-(3)), 72.8 (C-
(2)), 71.8 (C-(5)), 71.6 (C-(4)), 64.7 (C-(6)), 55.0 (OCH3)

OH

BnO
BnO

BnO
OMe

140
Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a.-D-glycopyranosid
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Die Synthese erfolgt nach AAV 5 ausgehend von 11.3 g (25.9 mmol) Methyl-6-O-trityl-o.-
D-glycopyranosid 139 mit Benzylbromid als Alkylierungsreagenz.

Nach Reinigung durch Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 8:1 bis
5:1) verbleiben 11.9 g (16.9 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid
als weiler Feststoff.

11.9 g (16.9 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid werden nach
AAV 3 umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel
H/EE = 2:1 bis 1:2) verbleibt Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glycopyranosid 140 als farbloses
OL.

Ausbeute: 7.01 g (15.1 mmol, 58 % iiber zwei Stufen).

R¢ [H/EE (2:1)] = 0.23

ESI-MS: 487.4 (M+Na"), 484.8 (1/2(2M+Ca*"))

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.38-7.27 (m, 15H, H-Aromaten), 5.00 (d, 1H, J=10.9 Hz, CHH’Ph), 4.90 (d, 1H, J=11.0 Hz,
CHH’Ph), 4.85 (d, 1H, J=10.9 Hz, CHH’Ph), 4.82 (d, 1H, J=12.1 Hz, CHH’Ph), 4.68 (d, 1H,
J=11.9 Hz, CHH’Ph), 4.65 (d, 1H, J=10.9 Hz, CHH’Ph), 4.58 (d, 1H, J;,=3.5 Hz, H-C(1)),
4.02 (dd, 1H, J,3=J3,=9.3 Hz, H-C(3)), 3.78 (dd, 1H, Juw=11.7 Hz, J5s=2.6 Hz, HH’-C(6)),
3.70 (dd, 1H, Jypw=11.8 Hz, Jsx=4.0 Hz, HH’-C(6)), 3.65 (m, 1H, H-C(5)), 3.54 (dd, 1H,
J34=145=9.2 Hz, H-C(4)), 3.51 (dd, 1H, J},=3.5 Hz, J23=7.9 Hz, H-C(2)), 3.38 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300 K):
139.1, 138.5 (Benzyl C-1), 128.9-128.1 (C-Aromaten), 98.6 (C-(1)), 82.4 (C-(3)), 80.4 (C-

(2)), 77.8 (C-(4)), 76.2, 75.5, 73.9 (CH,Ph), 71.1 (C~(5)), 62.3 (C-(6)), 55.6 (OCH3)
OCH,CH(CH3),

BnO
BnO

BnO
OMe

60
Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-a.-D-glycopyranosid
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Die Synthese erfolgt nach AAV 4 ausgehend von 6.98 g (15.0 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-a-D-glycopyranosid 140. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Laufmittel H/EE = 6:1 bis 4:1) verbleibt Methyl-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-o-D-
glycopyranosid 61 als farbloses OL.

Ausbeute: 6.82 g (13.1 mmol, 87 %).

R¢ [H/EE (6:1)] = 0.38

ESI-MS: 541.1 (1/2(2M+Ca>"), 605.4 (M+HCOOH+K ")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.38-7.27 (m, 15H, H-Aromaten), 4.99 (d, 1H, J=10.8 Hz, CHH’Ph), 4.90 (d, 1H, J=10.9 Hz,
CHH’Ph), 4.84 (d, 1H, J=12.1 Hz, CHH’Ph), 4.81 (d, 1H, J=12.8 Hz, CHH’Ph), 4.64 (d, 1H,
H-C(1)), 4.62 (d, 2H, J=10.2 Hz, CHH’Ph), 4.00 (dd, 1H, J,3=J3,=9.3 Hz, H-C(3)), 3.74-3.60
(m, 3H, H-C(5), HH’-C(6)), H-C(4), HH’-C(6)), 3.56 (dd, 1H, J},=3.5 Hz, J3=9.6 Hz, H-
C(2)), 3.39 (s, 3H, OCH3), 3.33 (dd, 1H, Jup=8.9 Hz, *J=6.2 Hz, OCHH’CH(CH3),), 3.11
(dd, 1H, Jus=8.7 Hz, *J=5.5 Hz, OCHH’CH(CHj3),), 1.91 (m, 1H, OCH,CH(CHa),), 0.93 (d,
3H, OCH,CH(CH3),), 0.89 (d, 3H, OCH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300 K):

139.2, 138.9, 138.6 (Benzyl C-1), 128.6-128.0 (C-Aromaten), 98.6 (C-(1)), 82.6 (C-(3)), 80.3
(C-(2)), 79.0 (OCH,CH(CHs),), 78.2 (C-(4)), 76.2, 75.5, 73.8 (CH,Ph), 70.5 (C~(5)), 69.8 (C-
(6)), 55.5 (OCH3), 28.8 (OCH,CH(CHj),), 20.0 (OCH,CH(CH3),), 19.7 (OCH,CH(CH3),)

OCH,CH(CH3),

BnO OCH,COOH
BnO

61
[Carboxymethyl]-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-B-D-glycopyranosid

Die Synthese erfolgt nach AAV 6 ausgehend von 1.98 g (3.81 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-6-O-isobutyl-a.-D-glycopyranosid 60. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie
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an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) erhélt man 670 mg 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-o.-
D-glycopyranosylchlorid als farbloses Ol.

670 mg (1.28 mmol) 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-a-D-glycopyranosylchlorid werden
gemil AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Laufmittel H/EE = 8:1) gereinigt. Es verbleiben 290 mg [Carboxyethylmethyl]-2,3,4-tri-O-
benzyl-6-O-isobutyl-B-D-glycopyranosid als farbloses Ol.

290 mg (0.490 mmol) [Carboxyethylmethyl]-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-a.-D-glyco-
pyranosid werden gemi3 AAV 10 umgesetzt und das Rohprodukt mittels HPLC gereinigt. Es
verbleiben 236 mg [Carboxymethyl]-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-f-D-glycopyranosid als
weiler Feststoff.

Ausbeute: 236 mg (0.419 mmol, 11% iiber 3 Stufen)

R¢ [H/EE (2:1) + 1 Vol.% AcOH] = 0.36

ESI-MS: 587.4 (M+Na"), 1167.4 2M+K")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.35-7.27 (m, 15H, H-Aromaten), 4.90 (d, 1H, J=11.3 Hz, CHH’Ph), 4.88 (d, 1H, J=8.4 Hz,
CHH’Ph), 4.85 (d, 1H, J=10.9 Hz, CHH’Ph), 4.84 (d, 1H, J=11.0 Hz, CHH’Ph), 4.81 (d, 1H,
J=11.1 Hz, CHH’Ph), 4.64 (d, 1H, J=10.9 Hz, CHH’Ph), 4.47 (d, 1H, J;,=7.7 Hz, H-C(1)),
4.43 (d, 1H, J=6.9 Hz, OCHH’COOH), 4.32 (d, 1H, J=6.9 Hz, OCHH’COOH), 3.69-3.65 (m,
4H, H-C(3), H-C(5), HH’-C(6)), 3.55 (m, 1H, H-C(2)), 3.49 (m, 1H, H-C(4)), 3.29 (dd, 1H,
’J=7.1 Hz, Juw=9.0 Hz, OCHH’CH(CHs),), 3.16 (dd, 1H, °J=6.3 Hz, Jun=9.1 Hz
OCHH’CH(CHj3),), 1.89 (m, 1H, OCH,CH(CHs),), 0.94 (d, 3H, J=6.7 Hz, OCH,CH(CHs),),
0.92 (d, 3H, J=6.8 Hz, OCH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300 K):

171.1 (CH,COOH), 138.7, 138.4, 138.2 (Benzyl C-1), 129.1-128.2 (C-Aromaten),104.5 (C-
(1)), 84.8 (C-(3)), 81.9 (C-(2)), 79.1 (OCH,CH(CH3),), 77.9 (C-(5)), 76.1 (C-(4)), 75.6 (C-
(6)), 69.5 (CH,COOH), 28.8 (OCH,CH(CHs3),), 19.8 (OCH,CH(CHs),), 19.7
(OCH>CH(CHs)»)
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OH

MeO
MeO

(CH3),CHO
OMe

141
Methyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid

4.00 g (8.62 mmol) Methyl-3,4-di-O-methyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid 49 werden
gemdl AAV 4 mit Isopropylmesylat als Alkylierungsmittel umgesetzt.

Die Reinigung des gelblichen Sirups erfolgt mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Laufmittel H/EE = 5:1 bis 1:2). Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl-2-O-isopropyl-3,4-
di-O-methyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid als weiller Schaum.

Das erhaltene Zwischenprodukt wird geméfl AAV 3 weiter umgesetzt. Das gelbliche, 6lige
Rohprodukt wird in wenig Methanol aufgenommen und mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 1.5:1 bis 1:1.5) gereinigt. Nach Abziehen des LM verbleibt
Methyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid 142 als farbloses Ol.

Ausbeute: 776 mg (2.94 mmol, 34 % iiber zwei Stufen).

R¢ [H/EE (1:2)] = 0.39
ESI-MS: 287.3 (M+Na"), 284.5 (1/2(2M+Ca>"))

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

4.66 (d, 1H, J1=3.6 Hz, H-C(1)), 3.82 (dd, 1H, Jyuw=11.7 Hz, J5s=3.0 Hz, HH’-C(6)), 3.78
(m, 1H, J=6.1 Hz, OCH(CH3),), 3.73 (dd, 1H, Jun=11.7 Hz, Jss=4.2 Hz, HH’-C(6)), 3.64 (s,
3H, OCH3), 3.56 (s, 3H, OCH3), 3.54 (m, 1H, H-C(5)), 3.51 (dd, 1H, J,3=9.3 Hz, J3,=9.2 Hz,
H-C-(3)), 3.39 (s, 3H, OCH3), 3.29 (dd, 1H, J;»=3.6 Hz, J3=9.6 Hz, H-C(2)), 3.14 (dd, 1H,
J34=9.4 Hz, J,5=9.1 Hz, H-C(4)), 1.24 (d, 3H, J =6.1 Hz, OCH(CHs),), 1.18 (d, 3H, *J=6.1 Hz,
OCH(CHa)»)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300 K):
99.5 (C-(1)), 83.7 (C-(3)), 80.2 (C-(4)), 79.2 (C-(2)), 73.6 (OCH(CHj3),), 70.9 (C-(5)), 62.5
(C~(6)), 61.5, 60.9, 55.6 (OCH3), 23.4 (OCH(CH3),), 23.1 (OCH(CH3),)
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OCH,CH(CHg),

0]
MeO

MeO

(CHglHCO

62
Methyl-2-O-isopropyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid

746 mg (2.82 mmol) Methyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid 141
werden nach AAV 4 mit Isobutylmesylat als Alkylierungsmittel umgesetzt. Die Reinigung
des zihfliissigen, briunlichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 3:1). Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl-6-O-isobutyl-2-
O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a.-D-glycopyranosid 62 als farbloses Ol.

Ausbeute: 721 mg (2.25 mmol, 80 %).

R¢ [H/EE (2:1)] = 0.57

ESI-MS: 343.4 (M+Na"), 340.7 (1/2(2M+Ca>"))

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

4.69 (d, 1H, J;,=3.6 Hz, H-C(1)), 3.76 (m, 1H, *J=6.1 Hz, OCH(CHj3),), 3.63 (s, 3H, OCHa),
3.61-3.56 (m, 3H, H-C(5), H,-C(6)), 3.54 (s, 3H, OCH3), 3.46 (dd, 1H, J»;3=J3=9.3 Hz, H-
C(3)), 3.38 (s, 3H, OCH3), 3.35 (dd, 1H, J1=3.6 Hz, J3=9.4 Hz, H-C(2)), 3.24 (dd, 1H,
J34=145=9.3 Hz, H-C(4)), 3.15 (dd, 2H, OCH,CH(CHj3),), 1.92 (m, 1H, OCH,CH(CH3),), 1.22
(d, 3H, OCH(CHj3),), 1.17 (d, 3H, OCH(CHs),), 0.93 (d, 3H, OCH,CH(CH:),), 0.89 (d, 3H,
OCH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300 K):

99.4 (C-(1)), 84.0 (C-(3)), 79.9 (C-(4)), 79.04 (C-(2)), 78.97 (OCH,CH(CHs),), 73.5
(OCH(CHs),), 70.3 (C-(5)), 69.8 (C-(6)), 61.5 (OCH3), 60.8 (OCH3), 55.5 (OCHj3), 28.8
(OCH,CH(CH3),), 22.7, 22.4 (CH(CH3),, 19.9, 19.7 (OCH,CH(CH3),)

OCH,CH(CHg),

O
MeO
MeO OCH,COOH

(CH3),HCO
64
[Carboxylmethyl]-2-O-isopropyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid
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400 mg (1.24 mmol) Methyl-6-O-isobutyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a-D-
glycopyranosid 62 werden nach AAV 6 umgesetzt. Allerdings wird die HCI gesittigte Losung
iiber Nacht bei RT aufbewahrt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Laufmittel H/EE = 5:1) erhélt man 260 mg (0.80 mmol, 64 %) 6-O-isobutyl-2-O-isopropyl-
3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosylchlorid als farbloses Ol.

230 mg 0.71 mmol) 6-0-isobutyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a-D-
glycopyranosylchlorid werden gemédll AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) gereinigt. Es verbleiben 152 mg (0.74
mmol, 56 %) [Carboxyethylmethyl]-6-O-isobutyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-
glycopyranosid als farbloses OL.

100 mg (0.42 mmol) [Carboxyethylmethyl]-6-O-isobutyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-
a-D-glycopyranosid werden gemidl AAV 10 umgesetzt (quantitativ) und ein Teil des
Rohprodukts mittels HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-6-O-isobutyl-2-O-
isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid 64 als farbloses OL.

R¢ [H/EE (3:1) + 2 Vol.% AcOH] = 0.57

ESI-MS: 387.2 [M+Na]", 389.3 [M+K]"

'H-NMR (CDCls, 250 MHz, 300 K):

4.38 (m, 2H, CH,CO,H), 4.26 (d, 1H, J;,=7.5 Hz, H-C(1)), 4.08 (m, 1H, CH(CHs),), 3.69-
3.49 (m, 2H, H,-C(6)), 3.63 (s, 3H, OCHj3), 3.55 (s, 3H, OCH3), 3.39-3.09 (m, 6H, CH,CH,
H-C(2), H-C(3), H-C(4), H-C(5)), 1.20 (m, 6H, CH(CH3),)

BC-NMR (CDCl;, 62.5 MHz, 300K):

171.2 (COOH), 104.2 (C~(1)), 87.1 (C-(3)), 79.8 (C-(2)), 79.0 (C-(4)), 78.8 (CH,CH(CHjs),),
75.7 (C(5)), 74.3 (CH(CH3),), 69.5 (CH,CO,H), 68.5 (C(6)), 61.6 (OCH3), 60.8 (OCH3), 28.7
(CH,CH(CH3),), 22.8, 22.6 (CH(CH3),), 19.8, 19.6 (CH,CH(CH3),)

OCH(CHj3),

o]
MeO OCH,COOH

(CH3),HCO
65
[Carboxylmethyl]-2,6-di-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid
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1.00 g (4.50 mmol) Methyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid 48 werden nach AAV 4
umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE =
2:1 bis 1:1) erhdlt man Methyl-2,6-di-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid 63
als farbloses Ol. Das erhaltene Zwischenprodukt wird gemiB AAV 6 umgesetzt. Nach Nach
Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 3:1 bis 1:1) erhilt
man 363 mg (26% iiber zwei Stufen) 2,6-Di-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o-D-
glycopyranosylchlorid als farbloses Ol.

500 mg (1.61 mmol) 2,6-Di-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosylchlorid
werden gemiB AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 9:2) gereinigt. Es verbleiben 280 mg (0.74 mmol, 64 %)
[Carboxyethylmethyl]-2,6-di-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid als farbloses
Ol

180 mg (0.42 mmol) [Carboxyethylmethyl]-2,6-di-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o.-D-
glycopyranosid werden gemi3 AAV 10 umgesetzt (quantitativ) und ein Teil des Rohprodukts
mittels HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-
methyl-B-D-glycopyranosid 65 als farbloses Ol.

R¢ [H/EE (1:2) + 2 Vol.% AcOH] = 0.48

ESI-MS: 373.2 [M+Na]’, 389.3 [M+K]".

'"H-NMR (CDCls, 250 MHz, 300 K):

4.38 (d, 1H, J=17.1 Hz, CHH’CO,H), 4.29 (d, 1H, J=17.1 Hz, CHH’CO,H), 4.26 (d, 1H,
J12=7.5 Hz, H-C(1)), 4.08 (m, 1H, CH(CHs),), 3.70-3.49 (m, 2H, H-C(6), CH(CHs),), 3.63 (s,
3H, OCH3), 3.55 (s, 3H, OCH3), 3.37-3.12 (m, 4H, H-C(2), H-C(3), H-C(4), H-C(5)), 1.20
(m, 6H, CH(CH;),)

BC-NMR (CDCl;, 62.5 MHz, 300K):

171.2 (COOH), 104.4 (C-(1)), 87.1 (C (3)), 79.9 (C-(2)), 78.8 (C-(4)), 75.6 (C(5)), 74.3
(CH(CH3),), 72.8 (CH(CH3),), 68.8 (CH,CO,H), 68.8 (C(6)), 61.6 (OCH3), 60.9 (OCHs3),
22.8,22.7,22.4,22.2 (CH(CH3),)
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142
Methyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid

Die Synthese erfolgt nach AAV 5 ausgehend von 4.64 g (10.0 mmol) Methyl-3,4-di-O-
methyl-6-O-trityl-o-D-glycopyranosid 49.

Die Reinigung des 6ligen, gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 7:1 bis 2:1). Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl-2-O-
benzyl-3,4-di-O-methyl-6-O-trityl-1-o-D-glycopyranosid als weiller Schaum.

Das erhaltene Zwischenprodukt wird gemill AAV 2 umgesetzt. Die Reinigung des 6ligen,
gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE
= 1:1 bis 1:2). Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-o-D-
glycopyranosid als weiller Feststoff.

Ausbeute: 4.37 g (8.4 mmol, 84 % {iber zwei Stufen).

R [H/EE (1:2)] = 0.53

ESI-MS: 335.3 (M+Na"), 352.4 (M+K")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.35-7.26 (m, 5H, H-Aromaten), 4.80 (d, 1H, J=12.2 Hz, CHH’Ph), 4.65 (d, 1H, J=12.2 Hz,
CHH’Ph), 4.54 (d, 1H, J;,=3.4 Hz, H-C(1)), 3.80 (dd, 1H, Je¢=11.6 Hz, Jss<1 Hz, H-C(6)),
3.70 (dd, 1H, Je¢=11.6 Hz, Jsc=3.9 Hz, H’-C(6)), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.62-3.53 (m, 2H, H-
C(5), H-C(3)), 3.57 (s, 3H, OCH3), 3.36 (m, 1H, H-C(2)), 3.39 (s, 3H, OCH3), 3.14 (dd,
J1,=113=9.5 Hz, H-C(2))

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

138.7 (Benzyl C-1), 128.8, 128.4, 128.3 (C-Aromaten), 98.6 (C-(1)), 83.9 (C-(3)), 80.2 (C-
(4)), 80.0 (C-(4)), 73.8 (CH,Ph), 70.9 (C-(5)), 62.4 (C-(6)), 61.4 (OCH3), 60.9 (OCH3), 55.6
(OCH3)
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OCH,CH(CHs),

MeO

66
Methyl-2-O-benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid

4 g (12.8 mmol) Methyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid 142 werden
nach AAV 4 mit [sobutylmesylat als Alkylierungsmittel umgesetzt. Die Reinigung des 6ligen,
gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE
= 6:1 bis 3:1). Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl-2-O-benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-
methyl-o.-D-glycopyranosid 66 als farbloses Ol.

Ausbeute: 3.73 g (10.1 mmol, 79 %).

R¢ [H/EE (3:1)] = 0.60
ESI-MS: 391.3 (M+Na"), 388.7 (1/2(2M+Ca>"))

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.37-7.27 (m, 5H , H-Aromaten), 4.79 (d, 1H, J=12.2 Hz, CHH’Ph), 4.63 (d, 1H, J=12.2 Hz,
CHH’Ph), 4.57 (d, 1H, J;,=3.6 Hz, H-C(1)), 3.67 (s, 3H, OCH3), 3.60-3.54 (m, 7H, H-C(3),
H-C(5), H,-C(6), OCH3), 3.39 (dd, 1H, J1»=3.6 Hz, J,3=9.5 Hz, H-C(2)), 3.35 (s, 3H, OCH3),
3.32 (dd, 1H, Juw=9.1 Hz, *Jyu=6.2 Hz, CH,CH(CH3),), 3.21 (dd, 1H, J34,=J45=9.2 Hz, H-
C(4)), 3.12 (dd, 1H, Jyx=9.1 Hz, *Juy=7.6 Hz CH,CH(CHs),), 1.91 (m, 1H, CH,CH(CHjs),)
0.92 (d, 3H, J=6.6 Hz, OCH,CH(CHs),), 0.88 (d, 3H, J=6.6 Hz, OCH,CH(CH3),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

138.8 (Benzyl C-1), 128.8, 128.4, 127.2 (C-Aromaten), 98.6 (C~(1)), 84.2 (C-(3)), 79.9
(C(4)), 79.9 (C-(4)), 79.0 (CH,CH(CHs),), 73.7 (CH,Ph), 70.4 (C(5)), 69.8 (C~(6)), 61.5
(OCH3), 60.8 (OCH3), 55.5 (OCHj3), 28.8 (CH,CH(CHs),), 20.1 (CH,CH(CH3),), 19.8
(CH,CH(CHs),)

OCH(CHj3),

0]
MeO

MeO

BnO
OMe
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67
Methyl-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a.-D-glycopyranosid

1 g (3.2 mmol) Methyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid 142 werden nach
AAV 4 mit Isopropylmesylat als Alkylierungsmittel umgesetzt. Die Reinigung des o6ligen,
gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE
= 6:1 bis 2:1). Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-
methyl-o.-D-glycopyranosid 67 als farbloses Ol.

Ausbeute: 1.08 g (3.1 mmol, 95 %).

R¢ [H/EE (3:1)] = 0.38

ESI-MS: 377.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.37-7.27 (m, 5H , H-Aromaten), 4.80 (d, 1H, J=12.2 Hz, CHH’Ph), 4.63 (d, 1H, J=12.2 Hz,
CHH’Ph), 4.57 (d, 1H, J;,=3.6 Hz, H-C(1)), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.65-3.55 (m, 8H, H-C(3),
H-C(5), H,-C(6), OCH(CH3),, OCH3), 3.40 (dd, 1H, J1,=3.6 Hz, J,3=9.6 Hz, H-C(2)), 3.35 (s,
3H, OCH3), 3.24 (dd, 1H, J3,=J45=9.0 Hz, H-C(4)), 1.18 (d, 3H, J=6.5 Hz, OCH(CHj3),), 1.17
(d, 3H, J=6.5 Hz, OCH(CHj3),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

138.8 (Benzyl C-1), 128.8, 128.4, 128.2 (C-Aromaten), 98.6 (C(1)), 84.3 (C-(3)), 79.8 (C-
(2)), 79.7 (C-(4)), 73.7 (CH,Ph), 72.8 (CH(CHs),), 70.4 (C-(5)), 66.9 (C-(6)), 61.4 (OCH3),
60.8 (OCH3), 55.5 (OCH3), 22.6, 22.2 (CH(CHs),)

OCH,CH(CH3),

o]
MeO
MeO OCH,COOH

BnO

68
[Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid

700 mg  (1.90 mmol)  Methyl-6-O-isobutyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-a.-D-
glycopyranosid 66 werden nach AAV 6 umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-
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Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) erhdlt man 250 mg (0.67 mmol, 35 %
Ausbeute) 2-0-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosylchlorid als
farbloses Ol.

220 mg (0.62 mmol) 2-0-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a.-D-
glycopyranosylchlorid werden gemi3 AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) gereinigt. Es verbleiben 160 mg (0.36
mmol, 59 %) [Carboxyethylmethyl]-6-O-isobutyl-2-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-
glycopyranosid als farbloses OL.

90 mg (0.20 mmol) [Carboxyethylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-p-D-
glycopyranosid werden gemil AAV 10 umgesetzt und ein Teil des Rohprodukts mittels
HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-f3-
D-glycopyranosid 68 als farbloses Ol.

R¢ [H/EE (3:1) + 2 Vol.% AcOH] = 0.32

ESI-MS: 435.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.35-7.25 (m, 5H, H-Aromaten), 4.88 (d, J=11.1 Hz, CHH’Ph), 4.78 (d, 1H, J=11.1 Hz,
CHH’Ph), 4.40 (d, 1H, J;,=7.8 Hz, H-C(1)), 4.38 (d, 1H, J=16.9 Hz, CHH’CO,H), 4.31 (d,
1H, J=16.9 Hz, CHH’CO,H), 3.70-3.64 (m, 1H, H-C(6)), 3.65 ((s, 3H, OCH3), 3.60 (dd, 1H,
Jo6=9.1 Hz, Js¢=4.5 Hz), 3.55 (s, 3H, OCH3), 3.40-3.23 (m, 5H, H-C(2), H-C(3), H-C(4), H-
C(5), CHH’CH(CHs),), 3.18 (dd, 1H, Jyw=9.1 Hz, *J=7.1 Hz), 1.91 (m, 1H, CH,CH(CH3),)
0.91 (d, 3H, J=6.1 Hz, CH(CHs),), 0.89 (d, 3H, J=6.1 Hz, CH(CHa),)

BC-NMR (CDCl;s, 125 MHz, 300K):

171.8 (COOH), 138.2 (Benzyl C-1), 128.8, 128.6, 128.3 (C-Aromaten), 104.1 (C-(1)), 86.7 (C
(3)), 81.5 (C-(2)), 79.7 (C-(4)), 79.0 (CH,CH(CHj3),, 75.5 (C(5)), 75.3 (CH,Ph), 69.6 (C(6)),
67.9 (CH,CO,H), 61.5 (OCH;), 60.9 (OCH;), 28.7 (CH,CH(CHs),), 19.8, 19.6
(CH,CH(CHj3)»)

OCH(CHg),

MeO o
MeO OCH,COOH

BnO

69
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[Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid

1.4 g (3.95 mmol) Methyl-6-O-isopropyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid
67 werden nach AAV 6 umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1 bis 3:1) erhélt man 360 mg (1 mmol, 26 % Ausbeute) 2-O-
Benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-a.-D-glycopyranosylchlorid als farbloses Ol.

185 mg (0.51 mmol) 2-0O-Benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o-D-
glycopyranosylchlorid werden gemi3 AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) gereinigt. Es verbleiben 190 mg (0.37
mmol, 73 %) [Carboxyethylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-f-D-glyco-
pyranosid als farbloses Ol.

115 mg (0.27 mmol) [Carboxyethylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-3-
D-glycopyranosid werden gemil AAV 10 umgesetzt und ein Teil des Rohprodukts mittels
HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-
B-D-glycopyranosid 69 als farbloses OL.

R¢ [H/EE (3:1) + 2 Vol.% AcOH] = 0.47

ESI-MS: 421.3 (M+Na"), 835.3 2M+K")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.38-7.26 (m, 5H, H-Aromaten), 4.88 (d, J=11.1 Hz, CHH’Ph), 4.78 (d, 1H, J=11.1 Hz,
CHH’Ph), 4.41 (d, 1H, J,,=7.7 Hz, H-C-(1)), 4.39 (d, 1H, J=16.8 Hz, CHH’CO,H), 4.30 (d,
1H, J=16.8 Hz, CHH’CO,H), 3.71 (dd, 1H, Juz=10.5 Hz, Js¢=1.9 Hz, H-C(6)), 3.65 ((s, 3H,
OCHj3), 3.65-3.61 (m, 1H, CH(CHs),), 3.56 (m, 1H, H-C(6)), 3.55 (s, 3H, OCHj3), 3.39-3.36
(m, 2H, H-C(2), H-C(5)), 3.29 (dd, 1H, J3=J3,=11.8 Hz, H-C(3)), 3.23 (dd, 1H, J3,=J45=11.8
Hz, H-C(4)), 1.18 (d, 3H, J=6.1 Hz, CH(CHa),), 1.18 (d, 3H, J=6.1 Hz, CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;s, 125 MHz, 300K):

171.6 (COOH), 138.6 (Benzyl C-1), 129.3, 128.8, 128.2 (C-Aromaten), 104.3 (C-(1)), 86.7 (C
(3)), 81.5 (C-(2)), 79.9 (C-(4)), 75.5 (C(5)), 754 (CH,Ph), 72.8 (CH(CH;),), 68.1
(CH,CO,H), 67.1 (C(6)), 61.5 (OCH3), 60.9 (OCH3), 22.3 (CH(CH3),), 22.2 (CH(CH3),)
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BnOCH,CH,0
OMe

143
Methyl-2-O-[2-hydroxyethyl]-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid

4.5 g (9.7 mmol) Methyl-3,4-di-O-methyl-6-O-trityl-a-D-glycopyranosid 49 werden nach
AAV 4 mit Bromethyl-2-benzylether als Alkylierungsmittel umgesetzt. Nach Reinigung des
gelblichen Sirups mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 7:1 bis
1:1) verbleibt Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-6-O-trityl-o-D-
glycopyranosid als weiller Schaum.

Das erhaltene Zwischenprodukt wird gemill AAV 3 weiter umgesetzt. Das gelbliche, 6lige
Rohprodukt wird mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 3:2 bis 1:8)
gereinigt. Nach Abziehen des LM verbleibt Methyl 2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-
a-D-glycopyranosid 143 als farbloser Feststoff.

Ausbeute: 2.75 g (7.72 mmol, 80 % iiber zwei Stufen).

R¢ [H/EE (1:2)] = 0.25

ESI-MS: 379.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.32-7.25 (m, 5SH , H-Aromaten), 4.76 (d, 1H, J;,=3.4 Hz, H-C(1)), 4.55 (d, 1H, J=12 Hz,
CHH’Ph), 4.54 (d, 1H, J=12Hz, CHH’Ph), 3.84-3.78 (m, 3H, OCH,CHH’OBn, H-C(6)),
3.71-3.62 (m, 3H, OCH,CH,OBn, H’-C(6)), 3.60 (s, 3H, OCH3), 3.54 (s, 3H, OCH3), 3.55-
3.49 (m, 2H, H-C(3), H-C(5)), 3.36 (s, 3H, OCH3), 3.33 (dd, 1H, Ji»=3.4 Hz, J,3=9.9 Hz, H-
C(2)), 3.11 (dd, 1H, J34=J45=9.9 Hz, H-C(4))

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

138.7 (Benzyl C-1), 128.8, 128.1, 128.0 (C-Aromaten), 98.5 (C-(1)), 83.8 (C(3)), 81.6 (C-
(2)), 80.1 (C-(4)), 73.6 (CH,Ph), 71.3 (CH,CH,OBn), 70.9 (C-(5)), 70.3 (CH,CH,OBn), 62.4
(C~(6)), 61.3 (OCH3), 60.9 (OCH3), 55.4 (OCH3)
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BNnOCH,CH,0
OMe

70
Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-6-O-isobutyl-a-D-glycopyranosid

910 mg (2.6 mmol) Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid
werden 143 nach AAV 4 mit Isobutylmesylat als Alkylierungsmittel umgesetzt. Die
Reinigung des oligen, gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 3:1). Nach Abzichen des LM verbleibt Methyl-2-O-[2-
benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o.-D-glycopyranosid 70 als farbloses Ol.
Ausbeute: 990 mg (2.4 mmol, 94 %).

R¢ [H/EE (2:1)] = 0.57

ESI-MS: 435.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.37-7.25 (m, 5SH , H-Aromaten), 4.83 (d, 1H, J;»=3.6 Hz, H-C-(1)), 4.60 (d, 1H, J=12Hz,
CHH’Ph), 4.56 (d, 1H, J=12Hz, CHH’Ph), 3.84 (m, 3H, OCH,CHH’OBn), 3.66 (m, 1H,
OCH,CHH’OBn), 3.63 (s, 3H, OCH3), 3.61 (m, 1H, H-C~(6), H-C(5)), 3.57 (m, 1H, H’-C-
(6)), 3.55(s, 3H, OCH3), 3.53 (dd, 1H, J3,=J3,=9.1 Hz, H-C-(3)), 3.40 (m, 1H, H-C-(2)), 3.39
(s, 3H, OCH3), 3.35 (m, 1H, OCHH’CH(CHs),), 3.24 (dd, 1H, J34=J45=9.3 Hz, H-C-(4)), 3.15
(dd, 1H, Jucy=7.3 Hz, Jup=8.9 Hz, -OCHH’CH(CH;),), 1.94 (m, 1H, -OCH,CH(CHjs),),
0.95 (d, 3H, J=6.7 Hz, -OCH,CH(CHj3),), 0.92 (d, 3H, J=6.7 Hz, -OCH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

138.7 (Benzyl C-1), 128.7, 128.1, 127.9 (C-Aromaten), 98.4 (C~(1)), 84.0 (C-(3)), 81.5 (C-
(2)), 79.9 (C-(4)), 79.0 (CH,CH(CHs),), 73.6 (CH,Ph), 71.2 (CH,CH,OBn), 70.4 (C-(5)),
70.1 (CH,CH,OBn), 69.9 (C-(6)), 61.3 (OCHs3), 60.8 (OCH;), 55.4 (OCH;), 28.8
(CH,CH(CHs),), 19.9, 19.7 (CH,CH(CH3),)
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BnOCH,CH,0
OMe

71
Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-6-O-isopropyl-a-D-glycopyranosid

1.4 g (3.9 mmol) Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid
143 werden nach AAV 4 mit Isopropylmesylat als Alkylierungsmittel umgesetzt. Die
Reinigung des oligen, gelblichen Rohprodukts erfolgt mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 3:1). Nach Abzichen des LM verbleibt Methyl-2-O-[2-
benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid 71 als farbloses Ol.
Ausbeute: 990 mg (2.4 mmol, 94 %).

R¢ [H/EE (1:1)] = 0.62

ESI-MS: 421.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.31-7.24 (m, 5H, H-Aromaten), 4.78 (d, 1H, J;»=3.5 Hz, H-C(1)), 4.55 (d, 1H, J=12 Hz,
CHH’Ph), 4.52 (d, 1H, J=12 Hz, CHH’Ph), 3.84-3.77 (m, 2H, OCH,CH,0Bn), 3.66-3.61 (m,
7H, OCH,CH,0Bn, H-C(3), H-C(5), H,-C(6), CH(CH3),), 3.62 (s, 3H, OCH3), 3.54 (s, 3H,
OCH3), 3.37 (s, 3H, OCH3), 3.39-3.36 (m, 1H, H-C(2)), 3.24 (dd, 1H, J34=J45=9.3 Hz, H-
C(4)), 1.18 (d, 6H, J=6.1 Hz, CH(CHs),).

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

138.7 (Benzyl C-1), 128.3, 127.7, 127.5 (C-Aromaten), 98.1 (C~(1)), 83.7 (C-(3)), 81.2 (C-
(2)), 79.5 (C-(4)), 73.2 (CH,Ph), 72.3 (CH(CHs),), 70.8 (CH,CH,OBn), 70.3 (C-(5)), 69.8
(CH,CH,OBn), 66.8 (C-(6)), 60.8 (OCH3), 60.3 (OCH3), 55.0 (OCH3), 22.1 (CH(CH3),), 21.9
(CH(CHs)y).
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OCH,CH(CH3),

o]
MeO
MeO OCH,COOH

HOCH,CH,0

72
[Carboxylmethyl]-6-O-isobutyl-2-O-[2-hydroxyethyl]-3,4-di-O-methyl-B-D-
glycopyranosid

910 mg (2.21 mmol) Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o.-D-
glycopyranosid 70 werden nach AAV 6 umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) erhélt man 360 mg (0.86 mmol, 40 %
Ausbeute) 2-O-[2-Benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosylchlorid
als farbloses Ol.

250 mg (0.60) mmol) 2-O-[2-Benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-
glycopyranosylchlorid werden gemi3 AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) gereinigt. Es verbleiben 146 mg (0.36
mmol, 52 %) [Carboxyethylmethyl]-6-O-isobutyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-3-
D-glycopyranosid als farbloses Ol.

130 mg (0.27 mmol) [Carboxyethylmethyl]-2-O-[2-hydroxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-
methyl-B-D-glycopyranosid werden gemil AAV 10 umgesetzt (quantitativ) und ein Teil des
Rohprodukts mittels HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-
isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid als farbloses Ol.

35 mg (0.072 mmol) [Carboxylmethyl]-2-O-[2-hydroxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-
methyl-B-D-glycopyranosid werden nach AAV 1 hydriert und das erhaltene Rohprodukt
anschlieBend mittels HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-[2-hydroxyethyl]-6-
O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid 72 als farbloses Ol.

R [CHCl3:MeOH (6:1) =0.11
ESI-MS: 389.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

4.35 (d, J=17.1 Hz, OCHH’CO,H), 4.34 (d, 1H, J;,=8.7 Hz, H-C(1)), 4.32 (d, 1H, J=17.1 Hz,

OCHH’CO,H), 3.94 (m, 1H, CH,CH,OH), 3.87 (m, 1H, CH,CH,OH), 3.81 (m, 1H,
CH,CH,OH), 3.73 (m, 1H, CH,CH,OH), 3.70-3.66 (m, 1H, H-C(6)), 3.66 (s, 3H, OCH;),
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3.62 (dd, 1H, Je=109 Hz, Js=4.7 Hz), 3.54 (s, 3H, OCHs), 3.35-3.30 (m, 2H,
CH,CH(CHs),, H-C(5)), 3.27-3.18 (m, 4H, H-C(2), H-C(3), H-C(4), CH,CH(CHj)»), 1.90 (m,
IH, CH,CH(CHs),), 0.92 (d, 3H, J=6.5 Hz, CH,CH(CHa),), 0.90 (d, 3H, J=6.5 Hz,
CH>CH(CHa)2)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

172.1 (COOH) 102.8 (C-(1)), 87.0 (C-(3)), 81.9 (C-(2)), 79.9 (C-(4)), 79.1 (CH,CH(CHa),),
75.3 (C-(5)), 74.3 (CH,CH,OH), 69.8 (C-(6)), 66.2 (CH,CO,H), 62.2 (CH,CH,OH), 61.5
(OCH3), 60.9 (OCH3), 28.7 (CH,CH(CHs),), 19.8, 19.6 (CH,CH(CH3),).

OCH(CHa),

o)
MeO
MeO OCH,CO,H

OCH,CH,OH
73

[Carboxylmethyl]-2-O-(2-hydroxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-
glycopyranosid

724 mg (1.81 mmol) Methyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o.-D-
glycopyranosid 71 werden nach AAV 6 umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) erhélt man 262 mg (0.65 mmol, 36 %
Ausbeute) 6-O-isopropyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosyl-
chlorid als farbloses Ol.

170 mg (042 mmol) 2-O-[2-Benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-o.-D-
glycopyranosylchlorid werden gemd3 AAV 7 umgesetzt und das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) gereinigt. Es verbleiben 115 mg (0.25
mmol, 59 %) [Carboxyethylmethyl]-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-
B-D-glycopyranosid als farbloses OL.

70 mg (0.15 mmol) [Carboxyethylmethyl]-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-
O-methyl-B-D-glycopyranosid werden gemil AAV 10 umgesetzt und mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 1:1, 1% AcOH) gereinigt Es verbleibt
[Carboxylmethyl]-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-methyl--D-
glycopyranosid als farbloses OL.

35 mg (0.08 mmol) [Carboxylmethyl]-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isopropyl-3,4-di-O-
methyl-B-D-glycopyranosid werden nach AAV 1 hydriert und das erhaltene Rohprodukt
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anschlieBend mittels HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-[2-hydroxyethyl]-6-
O-isopropyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosid 73 als farbloses Ol (quantitativ). Ein Teil
des erhaltenen Rohprodukts wird schlielich mittels HPLC gereinigt.

R¢ [CHCl3:MeOH] = 6:1 =0.10
ESI-MS: 375.3 [M+Na]"

'"H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

4.34 (d, J=17.1 Hz, OCHH’CO,H), 4.32 (d, 1H, J,=8.7 Hz, H-C(1)), 4.32 (d, 1H, J=17.1 Hz,
OCHH’CO,H), 3.92 (m, !H, CH,CH,OH), 3.86 (m, 1H, CH,CH,OH), 3.80 (m, 1H,
CH,CH,OH), 3.73 (m, 1H, CH,CH,OH), 3.70-3.65 (m, 2H, CH(CHs),, H-C(6)), 3.67 (s, 3H,
OCHs), 3.62 (dd, 1H, Jes=10.9 Hz, Js¢=4.7 Hz, H-C(6)), 3.54 (s, 3H, OCHs), 3.35-3.30 (m,
1H, H-C(5)), 3.27-3.18 (m, 3H, H-C(2), H-C(3), H-C(4)), 1.18 (m, 6H, CH(CHa),).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

172.3 (COOH) 102.9 (C-(1)), 87.0 (C-(3)), 81.8 (C-(2)), 80.1 (C-(4)), 75.3 (C-(5)), 74.4
(CH,CH,OH), 72.9 (CH(CHs),), 67.2 (C-(6)), 66.4 (CH,CO,H), 62.2 (CH,CH,0H), 61.4
(OCH3), 60.7 (OCH3), 22.4, 22.2 (CH(CHj),).

OCH,CH(CHyg),

OMe
(o}
(o]
o OCH,CO,H

OBn
OMe

76
[Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-p-

D-glycopyranosid

400 mg (0.72 mmol) Phenyl-2-O-benzyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
isobutyl-1-thio-B-D-glycopyranosid 59 werden nach AAV 9 umgesetzt. Das erhaltene
Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung nach AAV 7 weiter umgesetzt und anschlieend
mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1) gereinigt. Der Ester
wird abschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert und mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel gereinigt (Laufmittel H/EE = 1:1, 1 Vol.% AcOH). Es verbleibt [Carboxylmethyl]-
2-0O-benzyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-f-D-Glycopyranosid 76
als weiller Feststoff. Ein Teil der erhaltenen Verbindung wird mittels HPLC gereinigt.
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Ausbeute 147 mg (0.28 mmol, 39 %) iiber drei Stufen.

R¢ [H/EE (1:1), 1 Vol.% AcOH] = 0.38

ESI-MS: 493.3 (M-OMe)', 547.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.36-7.29 (m, 5H , H-Aromaten), 4.93 (d, 1H, J=11.2 Hz, CHH’Ph), 4.82 (d, 1H, J=11.2 Hz,
CHH’Ph), 4.44 (d, 1H, J, ,=11.4 Hz, H-C(1)), 4.39 (d, 1H, J=17.3 Hz, CHH’COOH), 4.32 (d,
1H, J=17.0 Hz, CHH’COOH), 3.99 (dd, 1H, J»3=J5,=10.0 Hz, H-C(3)), 3.88 (m, 1H, H-C(4)),
3.66-3.63 (m, 3H, H,-C(5)), H-C(6)), 3.60 (dd, 1H, J;,=11.4 Hz J,3=10.0 Hz, H-C(2)), 3.25 (s,
3H, OCH;), 3.23 (s, 3H, OCHj), 3.26-3.22 (m, 2H, CH,CH(CH;),), 1.86 (m, 1H,
CH,CH(CHjs),), 1.77 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)), 1.57 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)), 1.43 (m, 1H,
CH,CH,COMe), 0.89 (d, 6H, J=6.8 Hz, OCH,CH(CHa),)

BC-NMR (CDCl;s, 125 MHz, 300K):

171.5 (COOH), 137.8, 128.9, 128.5, 128.4, (C-Aromaten), 104.6 (C-(1)), 99.0, 99.0 (OCH3), ,
79.2 (CH,CH(CHj3),), 78.6 (C(2)), 75.5 (CH,Ph), 74.6 (C(5)), 73.5 (C(3)), 68.9 (C(6)), 68.6
(CH,COOH), 66.5 (C(4)), 47.4 (OCH3), 47.3 (OCH3), 28.7 (CH,CH(CHs)y)), 27.5, 27.3
(CH,CH,COMe), 21.8, 21.7 (CH,CH,COMe), 19.7 (CH,CH(CH3),)

OCH,CH(CH3),

o
MeO

MeO

BnO ocH,cooH
79
[Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-0-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid

Die Synthese erfolgt nach AAV 8 ausgehend von 4.7 g (12.7 mmol) Methyl-2-O-benzyl-6-
O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid 66. Nach Reinigung mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) erhdlt man 3.7 g eines
Anomerengemisches von 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-D-glycopyranose 77 als
farbloses Ol (Ausbeute: 83%).

500 mg (1.41 mmol) 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-D-glycopyranose 77
werden in 7 mL abs. DCM gel6st und mit 0.7 mL (7 mmol) Trichloracetonitril versetzt. Nach

Zugabe von 0.7 g frisch gegliihtem und zermdrsertem K,COs3 wird 3 h bei RT geriihrt.
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Zur Aufarbeitung wird die Losung iliber Kieselgur filtriert und das LM im Vakuum
abgezogen. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE =
6:1, 1 Vol.% Triethylamin) verbleiben 473 mg eines Anomerengemisches (a:f=1:8) 2-O-
Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-D-glycopyranosyl-trichloracetimidat (Ausbeute: 67 %).

300 mg (0.60 mmol) 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-D-glycopyranosyl-
trichloracetimidat werden in 5.7 mL abs. Dioxan gelost. AnschlieBend werden 186 pL (1.8
mmol) Glykolsdureethylester hinzugegeben und 5.5 pL (0.031 mmol) Trimethylsilyltriflat in
5 mL abs. Dioxan zugetropft und 45 min bei RT geriihrt. Nach Abziehen des LM und
Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) verbleiben
272 mg eines Anomerengemisches (o:3 = 7:1) von [Ethyloxycarboxymethyl]-2-O-benzyl-6-
O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosid (Ausbeute: 82 %).

AnschlieBend wird der Ester nach AAV 10 verseift (quantitativ) und ein Teil davon mittels
HPLC gereinigt. Es verbleibt [Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o.-
D-glycopyranosid als farbloses Ol 79.

R [H/EE (3:1) + 2 Vol.% AcOH] = 0.38

ESI-MS: 435.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.37-7.34 (m, 5H, H-Aromaten), 4.88 (d, J=11.7 Hz, CHH’Ph), 4.74 (d, 1H, J=11.6 Hz,
CHH’Ph), 4.68 (d, 1H, J;;=3.8 Hz, H-C(1)), 4.27 (d, 1H, J=16.8 Hz, OCHH’CO,H), 4.14 (d,
1H, J=16.8 Hz, OCHH’CO,H), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.68-3.65 (m, 1H, H-C(5)), 3.64-3.58 (m,
3H, H-C(3), H,-C(6)), 3.56 (s, 3H, OCH3), 3.48 (dd, 1H, J;,=3.8 Hz, J3=9.6 Hz, H-C(2)),
327 (dd, 1H, Jy=l;s=11.8 Hz, H-C(4)), 3.32 (dd, 1H, Jxg=9.3 Hz, Jay=6.1 Hz
CH,CH(CH3),), 3.14 (dd, 1H, Jap=9.3 Hz, Jau=7.5 Hz CH,CH(CH3),), 1.90 (m, 1H,
CH,CH(CHs),), 0.92 (d, 3H, J=6.7 Hz, CH,CH(CHs),), 092 (d, 3H, J=6.7 Hz,
CH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

172.8 (COOH), 137.5 (Benzyl C-1), 129.0, 128.9, 128.7 (C-Aromaten), 99.2 (C~(1)), 84.1 (C
(3)), 79.6 (C-(4)), 79.0 (CH,CH(CH3),), 78.6 (C-(2)), 74.4 (CH,Ph), 71.6 (C-(5)), 69.4 (C-
(6)), 65.8 (CH,COOH), 61.5 (OCH;), 60.9 (OCH;), 28.7 (CH,CH(CH3),), 19.9
(CH,CH(CHj3)y), 19.6 (CHCH(CHs),)
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OCH,CH(CH3),

BnO
BnO

BnO OCH,COOH
80
[Carboxymethyl]-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-a-D-glycopyranosid

Die Synthese erfolgt nach AAV 8 ausgehend von 2 g (3.84 mmol) Methyl-2,3,4-tri-O-
benzyl-6-O-isobutyl-a.-D-glycopyranosid 60. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) erhdlt man 1.3 g eines Anomerengemisches von 2,3,4-
Tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-D-glycopyranose 78 als farbloses Ol (Ausbeute: 67%).

500 mg (1 mmol) 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-D-glycopyranose 78 werden in 5 mL
abs. DCM gel6st und mit 0.5 mL (5 mmol) Trichloracetonitril versetzt. Nach Zugabe von 0.5
g frisch gegliihtem und zermérsertem K,CO; wird 3 h bei RT geriihrt.

Zur Aufarbeitung wird die Ldsung tlber Kieselgur filtriert und das LM im Vakuum
abgezogen. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE =
7:1, 1 Vol.% Triethylamin) verbleiben 290 mg 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-f-D-
glycopyranosyl-trichloracetimidat (Ausbeute: 49%).

220 mg (0.34 mmol) 2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-isobutyl-p-D-glycopyranosyl-
trichloracetimidat werden in 3 mL abs. Dioxan geldst. AnschlieBend werden 100 uL (1.0
mmol) Glykolséureethylester hinzugegeben und 3 pL (0.017 mmol) Trimethylsilyltriflat in 5
mL abs. Dioxan zugetropft und 45 min bei RT geriihrt. Nach Abziehen des LM und
Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1) verbleiben
143 mg eines Anomerengemisches von [Ethyloxycarboxymethyl]-2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-
isobutyl-a-D-glycopyranosid (a: = 4:1).

AnschlieBend wird der Ester nach AAV 10 verseift und ein Teil mittels HPLC gereinigt.

R¢ [H/EE (2:1) + 1 Vol.% AcOH] = 0.36
ESI-MS: 587.4 (M+Na"), 1167.4 2M+K")
'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.32-7.26 (m, 15H, H-Aromaten), 4.93 (d, 1H, J=10.2 Hz, CHH’Ph), 4.90 (d, 1H, J=10.2 Hz,
CHH’Ph), 4.88 (d, 1H, J=11.0 Hz, CHH’Ph), 4.87 (d, 1H, J=11.6 Hz, CHH’Ph), 4.74 (d, 1H,
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J=11.6 Hz, CHH’Ph), 4.71 (d, 1H, J;=3.7 Hz, H-C(1)), 4.65 (d, 1H, J=11.0 Hz, CHH’Ph),
4.30 (d, 1H, J=17.1 Hz, OCHH’COOH), 4.14 (d, 1H, J=17.1 Hz, OCHH’COOH), 4.01 (dd,
1H, J23=J34=9.3 Hz, H-C(3)), 3.82 (m, 1H, H-C(5)), 3.70-3.58 (m, 4H, H-C(2), H-C(3), H,-
C(6)), 3.31 (dd, 1H, *J=6.1 Hz , Juy=9.1 Hz, OCHH’CH(CHs),), 3.12 (dd, 1H, *J=7.4 Hz,
Jur=9.1 Hz, OCHH’CH(CH:),), 1.89 (m, 1H, OCH,CH(CHs),), 0.93 (d, 3H, J=6.7 Hz,
OCH,CH(CHa),), 0.91 (d, 3H, J=6.8 Hz, OCH,CH(CH3),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300 K):

171.1 (CH,COOH), 138.7, 138.4, 138.2 (Benzyl C-1), 129.1-128.0 (C-Aromaten), 100.2 (C-
(1)), 82.4 (C-(3)), 79.0 (C-(2)), 79.0 (OCH,CH(CHs),), 78.1 (C-(4)), 76.1, 75.4, 74.9
(CH,Ph), 72.0 (C-(5)), 69.5 (C-(6)), 66.6 (CH,COOH), 28.8 (OCH,CH(CH;),), 19.9
(OCH,CH(CHj3)y), 19.6 (OCH,CH(CH3)y)

OMe OH

o
(6] SPh

BnOCH,CH,O
OMe

81
Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-B-D-
glycopyranosid

58 g (141 mmol) Phenyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-B-D-
glycopyranosid 56 werden in 60 mL Pyridin geldst und mit 3.94 mL (16.8 mmol) TBDPSCI
versetzt und 20 h bei RT geriihrt. Nach Abziehen des LM wird der Riickstand mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1 bis 3:1) gereinigt. Man erhidlt 8.9 g
Phenyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-3-D-
glycopyranosid als farblosen Feststoff (97 % Ausbeute).

4.5 g (6.9 mmol) Phenyl-3,4-0-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-B-D-glycopyranosid werden nach AAV 4 mit Bromethyl-2-
benzylether umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Laufmittel H/EE = 6:1 bis 1:1) erhdlt man 3.8 g Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-
dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-tertbutyldiphenylsilyl- 1-thio-B-D-glycopyranosid als
farblosen Feststoff (70 % Ausbeute).

5.7 g (7.3 mmol) Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-
diyl]-6-O-tertbutyldiphenylsilyl-1-thio-f-D-glycopyranosid werden in 30 mL THF gel6st und
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mit 10.7 mL einer | M TBAF-Losung in THF versetzt. Man erhilt 3.4 g Phenyl-2-O-[2-
benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-1-thio-B-D-glycopyranosid 81 als
farblosen Feststoff (88 % Ausbeute)

Ry [H/EE (3:1)] = 0.08

ESI-MS: 515.3 (M-OMe"), 569.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.50-7.27 (m, 10H , H-Aromaten), 4.66 (d, 1H, J;,=9.4 Hz, H-C(1)), 4.60 (s, 2H, CH,Ph),
4.00 (m, 2H, OCHH’CHj, , H-C(3)), 3.93-3.86 (m, 2H, H-C(6), OCHH’CH,), 3.81 (dd, 1H,
J34=145=10.0 Hz, H-C(4)), 3.74-3.67 (m, 3H, OCHH’CH,, H-C(6)), 3.56 (m, 1H, H-C(5)),
3.36 (dd, 1H, J1»=1,3=9.4 Hz, H-C(2)), 3.21 (s, 6H, OCH3), 1.78 (m, 1H, CH,CH,C(OMe)),
1.76 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)), 1.56 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)), 142 (m, 2H,
CH,CH,C(OMe))

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

138.7, 133.3, 132.9, 129.3, 128.2, 128.0, 127.8 (C-Aromaten), 99.0, 98.9 (-COCH3), 87.8 (C-
(1)), 783 (C(2)), 78.1 (C(5)), 754 (C(3)), 73.4 (CH,Ph), 72.8 (CH,CH,OBn), 70.1
(CH,CH,OBn), 66.9 C(4)), 62.0 (C(6)), 47.3 (OCH3), 47.2 (OCHs3), 27.5, 27.3
(CH,CH,COMe), 21.8, 21.7 (CH,CH,COMe)

OCH,CH(CHg),
(e}
MeO
MeO SPh
BnOCH,CH,0

83
Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-1-thio-B-D-glycopyranosid

7.9 g (14.4 mmol) Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-
diyl]-1-thio-B-D-glycopyranosid 81 werden nach AAV 4 mit Isobutylmesylat als
Alkylierungsreagens umgesetzt. Nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel
(Laufmittel H/EE = 4:1 bis 2:1) erhdlt man 7.9 g Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-
dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl- 1-thio--D-glycopyranosid als farblosen
Feststoff (85 % Ausbeute).
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5.7 g (7.3 mmol) Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-
diyl]-6-O-isobutyl-1-thio-B-D-glycopyranosid werden in 100 mL TFA, 10 mL DCM und 2.5
mL Wasser gelost und 20 min bei RT geriihrt. Man rotiert die Losung bis zur Trockene und
reinigt den Riickstand anschliefend mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel
H/EE = 2:1 bis 1:1). Man erhilt 4.1 g Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-1-thio-[3-
D-glycopyranosid als farblosen Feststoff (76 % Ausbeute).

2.3 g (5.0 mmol) Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-1-thio-f-D-glycopyranosid
82 werden nach AAV 4 mit Dimethylsulfat als Alkylierungsreagens umgesetzt. Nach
Reinigung mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1 bis 2:1) erhilt
man 2.2 g  Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-1-thio-B-D-
glycopyranosid 83 als farbloses OL.

R¢ [H/EE (2:1)] = 0.55

ESI-MS: 513.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.37-7.24 (m, 10H , H-Aromaten), 4.60 (s, 2H, CH,Ph), 4.54 (d, 1H, J;»=9.6 Hz, H-C(1)),
4.00-3.88 (m, 2H, OCH,CHy), 3.68-3.54 (m, 3H, OCH,CH,, CHH’CH, H-C(6)), 3.65, 3.55
(s, 6H, 2xOCHs3), 3.32-3.21 (m, 7H, H-C(2), H-C(3), H-C(4), H-C(5), H»-C(6), CHH’CH),
1.88 (m, 1H, CH,CH(CH3),), 0.93 (m, 6H, CH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

132.2, 129.2, 128.7, 128.1, 127.9, 127.7 (C-Aromaten), 88.9 (C-(3)), 87.6 (C-(1)), 81.8
(C(2)), 80.0 (C(4)), 79.4 (C(6)), 78.9 (C(5)), 73.4 (CH,Ph), 72.8 (CH,CH,OBn), 70.2
(CH,CH,OBn), 61.5 (OCH3), 60.9 (OCH3), 29.0 (CH(CHj),), 19.8 (CH(CHs3),)

OCH,CH(CHs),

o]
MeO
MeO

HOCH,CH,0 OCH,COOH

84
[Carboxylmethyl]-2-O-[2-hydroxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a.-D-
glycopyranosid
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500 mg (1.02 mmol) Phenyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-1-thio-
B-D-glycopyranosid 83 werden in 5 mL DCM und 5 mL Glykolséureethylester gelost. Bei 0
°C werden 46 plL Br, zugegeben und fiir 2 h bei 0 °C geriihrt. Anschlieend gibt man ges.
wissrige NaHSO; zu, zieht das LM ab und reinigt das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 4:1).

Das erhaltene Produkt wird nach AAV 10 umgesetzt und mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 1:1 bis 1:3, 1 Vol.% AcOH) gereinigt. Man erhélt 221 mg
eines Anomerengemisches (a:f=4:1) von Carboxylmethyl-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-
isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosid (Ausbeute {iber zwei Stufen 48 %).

85 mg  Carboxylmethyl]-2-O-[2-benzyloxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o-D-
glycopyranosid werden nach AAV 1 umgesetzt. Ein Teil des erhaltenen Rohprodukts wird
mittels HPLC gereinigt. [Carboxylmethyl]-2-O-[2-hydroxyethyl]-6-O-isobutyl-3,4-di-O-
methyl-a.-D-glycopyranosid 84 verbleibt als farbloses Ol.

Ry [H/EE (1:1) + 2 Vol.% AcOH] = 0.23

ESI-MS: 389.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

4.96 (d, 1H, J;,=3.6 Hz, H-C(1)), 4.39 (d, J=17.4 Hz, OCHH’CO,H), 4.24 (d, 1H, J=17.4 Hz,
OCHH’CO,H), 3.90 (m, 1H, CH,CH,OH), 3.84-3.79 (m, 3H, CH,CH,OH), 3.68 (s, 3H,
OCH3), 3.68-3.55 (m, 4H, H-C(3), H-C(5), H,-C(6)), 3.55 (s, 3H, OCH3), 3.46 (dd, 1H,
J12=3.6 Hz, 13=9.7 Hz, H-C(2)), 3.34 (dd, 1H, Jy=9.1 Hz, *J=6.1 Hz CH,CH(CHjs),), 3.29
(dd, 1H, J3,=J45=9.4 Hz, H-C(4)), 3.14 (dd, 1H, Juz=9.1 Hz, *J=8.9 Hz CH,CH(CH3),), 1.92
(m, 1H, CH,CH(CHs),), 0.93 (d, 3H, J=6.5 Hz, CH,CH(CHs),), 0.91 (d, 3H, J=6.5 Hz,
CH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):

98.6 (C-(1)), 83.8 (C-(3)), 80.9 (C-(2)), 79.8 (C-(4)), 79.0 (CH,CH(CHy),), 74.4
(CH,CH,OH), 71.7 (C-(5)), 69.3 (CH,Ph), 65.2 (CH,CO,H), 62.6 (CH,CH,OH), 61.5
(OCH3), 60.9 (OCH3), 28.8 (CH,CH(CHs),), 19.9, 19.7 (CH,CH(CH3),)

OMe OCH,CH(CHg),

0}

BnO
OMe OCH,CO,H
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85
[Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-3,4-0O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-a.-

D-glycopyranosid

250 mg (0.45 mmol) Phenyl-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
isobutyl-1-thio-B-D-glycopyranosid werden in 3 mL DCM und 3 mL Glykolsdureethylester
gelost. Bei 0 °C werden 20 puL. Br, zugegeben und fiir 2 h bei 0 °C geriihrt. AnschlieSend gibt
man ges. wassrige NaHSOs zu, zieht das LM ab und reinigt das Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 7:1).

Das erhaltene Produkt wird nach AAV 10 umgesetzt und mittels Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1 bis 2:1, 1 Vol.% AcOH) gereinigt. Man erhélt 86 mg
[Carboxylmethyl]-2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-a.-D-
glycopyranosid in Form eines farblosen Feststoffes. (Ausbeute {iber zwei Stufen 37 %). Ein

Teil der erhaltenen Verbindung wird mittels HPLC gereinigt.

R¢ [H/EE (2:1), 1 Vol.% AcOH] = 0.16

ESI-MS: 493.3 (M-OMe"), 547.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.36-7.33 (m, 5H , H-Aromaten), 4.99 (d, 1H, J=11.4 Hz, CHH’Ph), 4.78 (d, 1H, J;,=3.9 Hz,
H-C(1)), 4.75 (d, 1H, J=11.4 Hz, CHH’Ph), 4.36 (dd, 1H, J,3=J3,=9.9 Hz, H-C(3)), 4.29 (d,
1H, J=17.3 Hz, CHH’COOH), 4.16 (d, 1H, J=17.3 Hz, CHH’COOH), 3.94 (m, 1H, H-C(5)),
3.90 (dd, 1H, J3,=J4s=12 Hz, H-C(4)), 3.76 (dd, 1H, J;»=3.9 Hz J»»=10.1 Hz, H-C(2)), 3.66
(dd, 1H, Jux=10.1 Hz, Jss=4.0 Hz, H-C(6)), 3.58 (dd, 1H, Jux=10.1 Hz, Js¢=1.2 Hz, H’-
C(6)), 3.27 (s, 3H, OCH3), 3.23 (s, 3H, OCH3), 3.28-3.18 (m, 2H, CH,CH(CHs),), 1.86 (m,
1H, CH,CH(CHjs),), 1.77 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)), 1.57 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)), 1.43 (m,
1H, CH,CH,COMe), 0.93 (d, 3H, J=6.8 Hz, OCH,CH(CHs),), 0.92 (d, 3H, J=6.8 Hz,
OCH,CH(CHs),)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):
171.8 (COOH), 137.3, 129.0, 128.9, 128.8, (C-Aromaten), 100.4 (C-(1)), 99.1, 99.0 (OCH3), ,
79.2 (CH,CH(CH3),), 76.0 (C(2)), 75.2 (CH,Ph), 71.2 (C(3)), 70.6 (C(5)), 68.6 C(6)), 67.0
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(CH,COOH), 66.5 (C(4)), 47.4 (OCH3), 47.3 (OCHs), 28.7 (CH,CH(CHs),)), 27.5, 27.3
(CH,CH,COMe), 21.8, 21.7 (CH,CH,COMe), 19.7 (CH,CH(CHs),)

OCH,CH(CHj3),

Q
MeO

OB CO,H

91
2-0O-Benzyl-6-0-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosyl-essigsaure

52 mg (12.7 mmol) 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-a-D-glycopyranosyl-
essigsduremethylester werden nach AAV 10 umgesetzt und anschlieBend mittels HPLC
gereinigt. Man  erhdlt 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-o-D-glycopyranosyl-
essigsdure 91 als farblosen Feststoff.

Ausbeute 42 mg (10.5 mmol, 83 %)
R¢ [H/EE (3:1), 1 Vol.% AcOH] = 0.43
ESI-MS: 419.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.32-7.26 (m, 5H, H-Aromaten), 4.67 (d, 1H, J=11.6 Hz, CHH’Ph), 4.60 (d, 1H, J=11.6
CHH’Ph), 4.51 (m, 1H, H-C(1)), 3.60 (s, 1H, OCH3), 3.52 (s, 3H, OCH3), 3.60-3.52 (m, 4H,
H-C(2), H-C(5), H,-C(6)), 3.31-3.27 (m, 2H, H-C(3), CHH’CH), 3.21 (dd, 1H, J34=J,5=8.8
Hz, H-C(4)), 3.08 (dd, 1H, Jusz=Jucy=8.7 Hz, CHH’CH), 2.69 (m, 2H, CH,COOH), 1.87 (m,
1H, CH,CH(CHs),), 0.88 (d, 6H, J=6.7 Hz, OCH,CH(CHs),), 0.85 (d, 6H, J=6.7 Hz,
OCH,CH(CHs)»)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

174.5 (COOH), 137.8, 128.5, 127.9, 127.8 (C-Aromaten), 83.6 (C(3)), 79.2 (C(4)), 78.5
(CH,CH(CH3),), 78.2 C(2)), 73.3 (CH,Ph), 72.1 (C(5)), 70.9 (C(1)), 69.4 (C(6)), 60.7
(OCHs3), 60.4 (OCH3), 32.0 (CH,COOH), 28.3 (CH,CH(CHj3),)), 19.5, 19.3 (CH,CH(CH3),)

OCH,CH(CHj3),

Q
MeO
MeO.
CO,H

OBn
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92
2-0-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-B-D-glycopyranosyl-essigsaure

500 mg (1.41 mmol) Methyl-6-O-isobutyl-2-O-benzyl-3,4-di-O-methyl-D-glycopyranose
77 werden in 8 mL abs. Benzol gelost. AnschlieBend werden 0.65 mL (7.07 mmol)
Bromessigsduremethylester, 1.73 mL (7.52 mmol) Tributylphoshin (Erwarmung) und 4.78 g
Zink zugegeben und die Losung 24 h lang unter Riickfluss erhitzt.

AnschlieBend wird iiber Kieselgel filtriert und das erhaltene Rohprodukt mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel gereinigt (Laufmittel H/EE = 7:1 bis 5:1). Man erhélt 445 mg
eines Anomerengemisches (c:f = 1:5.5) von 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-D-
glycopyranosyl-essigsduremethylester (Ausbeute 77 %).

Die obige Verbindung wird nach AAV 10 umgesetzt (quantitativ) und ein Teil davon
anschlieend mittels HPLC gereinigt. Man erhélt 2-O-Benzyl-6-O-isobutyl-3,4-di-O-methyl-

B-D-glycopyranosyl-essigsédure 92 als farblosen Feststoft.

R [H/EE (3:1), 1 Vol.% AcOH] = 0.43

ESI-MS: 419.3 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.35-7.27 (m, 5H , H-Aromaten), 4.87 (d, 1H, J=10.9 Hz, CHH’Ph), 4.59 (d, 1H, J=10.9
CHH’Ph), 3.66 (s, 1H, OCH3), 3.54 (s, 3H, OCH3), 3.66-3.52 (m, 3H, H-C(1), Hy-C(6)),
3.31-3.12 (m, 6H, H-C(2), H-C(3), H-C(4), H-C(5), CH,CH), 2.73 (dd, 1H, Jy=16.0 Hz,
Ji.cur=3.5 Hz, CHH’COOH), 2.46 (dd, 1H, Jun=16.0 Hz, J; cup=8.3 Hz, CHH’COOH),
1.85 (m, 1H, CH,CH(CHjs),), 0.88 (d, 6H, J=6.7 Hz, OCH,CH(CHa),), 0.86 (d, 6H, J=6.7 Hz,
OCH>CH(CHs),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

173.9 (COOH), 138.0, 128.5, 128.1, 128.0, (C-Aromaten), 88.9 (C(3)), 80.6 (C(2)), 80.1
C(4)), 78.8 (C(5)), 78.5 (CH,CH(CH3),), 75.1 (C(1)), 75.1 (CH,Ph), 69.4 (C(6)), 61.0
(OCHs3), 60.5 (OCH3), 37.0 (CH,COOH), 28.3 (CH,CH(CHs),)), 19.4, 19.3 (CH,CH(CH3),)

oMe (CH3);CHCH,O
OBn
o]
O
o CH(COOH),

OMe
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95
2-(2-O-Benzyl-3,4-0-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-B-D-

mannopyranosyl-Malonsaure

350 mg Natrium werden in 45 mL Malonsdurediethylester gelost und zu 470 mg (0.89
mmol) getrocknetem 2-(2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-
B-D-mannopyranosylbromid 94 gegeben. Die Reaktion lduft 48 h lang bei 90 °C.
Anschliefend wird die Losung tiber Kieselgel filtriert und mittels Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Laufmittel H/EE = 12:1 bis 6:1) gereinigt. Man erhilt 370 mg 2-(2-O-Benzyl-3,4-
O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl--D-mannopyranosyl-
malonsédurediethylester (Ausbeute 71 %). Der Ester wird nach AAV hydrolylsiert und ein Teil
der erhaltenen Verbindung mittels HPLC gereinigt.

R¢ [H/EE (1:1), 1 Vol.% AcOH] = 0.2

ESI-MS: 521.3 (M-OMe)", 575.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.33-7.27 (m, 5H , H-Aromaten), 5.00 (d, 1H, J=10.5 Hz, CHH’Ph), 4.57 (m, 1H, H-C(1)),
4.52 (d, 1H, J=10.5 Hz, CHH’Ph), 4.45 (dd, 1H, J34=J45=10.3 Hz, H-C(4)), 3.99 (dd, 1H,
J,3=2.2 Hz, J;4=10.3 HzH-C(3)), 3.96 (m, 1H, H-C(2)), 3.72 (m, 1H, H-C(5)), 3.66 (dd, 1H,
J56=2.9 Hz, Js=10.5 Hz H-C(6)), 3.58 (dd, 1H, Js ¢=2.4 Hz, J6¢=10.5 Hz, H-C(6")), 3.55 (d,
1H, J; cy=5.7 Hz, CH(CO,H),, 3.23 (s, 3H, OCH3), 3.17 (s, 3H, OCHs), 3.22-3.14 (m, 2H,
CH,CH(CHs),), 1.80 (m, 1H, CH,CH(CH3),), 1.80-1.66 (m, 4H, CH,CH,C(OMe)), 1.52 (m,
2H, CH,CH,C(OMe)), 1.38 (m, 1H, CH,CH,COMe), 0.82 (d, 6H, J=6.7 Hz, OCH,CH(CHs)»)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

167.6 (2*COOH), 137.0, 128.8, 128.2, 127.9 (C-Aromaten), 98.8, 98.5 (OCH;), 78.5
(CH,CH(CHj3),), 78.0 (C(5)), 77.1 (C(1)), 74.3 (CH,Ph), 73.6 (C(2)), 72.4 (C(3)), 67.3 (C(6)),
62.5 (C(4)), 48.2 (CH(COOH),), 47.1CH3), 46.8 (OCH3), 28.4 (CH,CH(CHs),)), 27.1, 27.0
(CH,CH,COMe), 21.4, 21.3 (CH,CH,COMe), 19.1 (CH,CH(CH3),)

OMe (CH3),CHCH,O
OBn
-0
(0]
[©) CH,COOH

OMe
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97
2-(2-O-benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-B-D-

mannopyranosyl-Essigsaure

25 mg (0.045 mmol) 2-(2-O-Benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-
isobutyl-pB-D-mannopyranosyl-malonsédure 95 werden in 8 mL Essigsdure gelost und fiir 90
min bei 92 °C geriihrt. Das LM wird abgezogen und der Riickstand mittels HPLC gereinigt.

Man erhélt 2-(2-O-Benzyl-3,4-O-[1,2-dimethoxycyclohexan-1,1-diyl]-6-O-isobutyl-B-D-
mannopyranosyl-essigsdure als farblosen Feststoff neben etwa gleichen Mengen an nicht

umgesetzten Edukt.
Ausbeute 8 mg (0.014 mmol, 35%)

R¢ [H/EE (1:1), 1 Vol.% AcOH] = 0.25

ESI-MS: 477.4 (M-OMe)", 531.6 (M+Na")

'"H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.33-7.26 (m, SH , H-Aromaten), 5.00 (d, 1H, J=11.1 Hz, CHH’Ph), 4.52 (d, 1H, J=11.1 Hz,
CHH’Ph), 4.21 (dd, 1H, J34=J45=10.2 Hz, H-C(4)), 3.96 (dd, 1H, J,5=2.1 Hz, J;4,=10.2 Hz H-
C(3)), 3.88 (t, 1H, H-C(1)), 3.69-3.65 (m, 3H, H-C(6), H-C(5), H-C(2)), 3.55 (dd, 1H, Jss=7.1
Hz, Jee=10.8 Hz, H-C(6)), 3.22 (s, 3H, OCH3), 3.19 (s, 3H, OCH3), 3.22-3.14 (m, 2H,
CH,CH(CHs),), 2.77 (dd, 1H, J,csy=7.2 Hz, Jun=16.6 Hz CHH’CO,H,, 2.54 (dd, 1H,
Ji.c=5.3 Hz, Ju=16.6 Hz, CHH’CO,H), 1.80 (m, 1H, CH,CH(CHs),), 1.80-1.66 (m, 4H,
CH,CH,C(OMe)), 1.52 (m, 2H, CH,CH,C(OMe)), 1.38 (m, 1H, CH,CH,COMe), 0.82 (d,
6H, J=6.7 Hz, OCH,CH(CH;),)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

173.8 (COOH), 137.9, 128.9, 128.3, 127.8 (C-Aromaten), 98.7, 98.5 (OCH;), 78.6
(CH,CH(CH3),), 78.2 (C(5)), 74.9 (C(1)), 74.8 (C(2)), 74.0 (CH,Ph), 73.7 (C(3)), 69.4 (C(6)),
64.6 (C(4)), 46.9 OCH3), 46.8 (OCH3), 36.1 (CH,COOH), 28.2 (CH,CH(CHj3),)), 27.1, 27.0
(CH,CH,COMe), 21.4, 21.3 (CH,CH,COMe), 19.2 (CH,CH(CH3),)
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9.4 Allgemeine Arbeitsvorschriften fir Adh&sionsassays mit a4-Integrin

exprimierenden Zellent'*

Adhasionspuffer

Der Adhisionspuffer besteht aus Click’s RPMI Medium, 1% BSA, 1.0 mM MgCl, und
1.0 mM CaCl,

Tris Buffer Saline (TBS-Puffer) fiir die Integrin-Stimulation mit Mn®*-lonen

Der 1x TBS-Puffer besteht aus Tris (14 mM), NaCl (137 mM) und KCI (2.7 mM), Glucose
(2 mM) und Mn*" (1mM).

Medium fur 38C1331- und 38C13R7- Zellen

Click’'s RPMI-Medium (2.5L) werden mit FCS (35 mL), Glutamin (5 mL) und B-
Mercaptoethanol (1000 X, 0.5 mL) versetzt.

Medium fur Jurkat-Zellen

Click’s RPMI-Medium (2.5 L) werden mit FCS (35 mL) und Glutamin (5 mL) versetzt.
38C13R7-Zellen

B Zell-Lymphom aus der C3H/He Maus, infiziert mit LB7SN Virus und mit G418 selektiert.
38C13R1- und 38C13R7-Zellen in Kultur

Taglich wird ca. */3 der Zellssung abgesaugt und wieder mit neuem Medium aufgefiillt. Die
Zellkulturen werden in einem Wiarmeschrank bei 37 °C aufbewahrt.

Beschichtung der Mikrotiterplatten mit VCAM

Es wird eine hVCAM-1 Stammlosung (75 uL, 0.5 pg/uL) mit PBS (12.5 mL) verdiinnt und
auf eine 96-iger Mikrotiterplatte aufgetragen (0.3 ug rhVCAM in 100 uL PBS pro well). Die
Mikrotiterplatte wird iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Beschichtung der Mikrotiterplatten mit MAdCAM-1

Es wird eine donkey o human IgG-Stammlésung (48 puL, 1.3 pg/uL) mit PBS (12.5 mL)
verdiinnt und auf eine 96-iger Mikrotiterplatte aufgetragen (0.5 ug donkey a human IgG in
100 uL PBS pro well). Die Mikrotiterplatte wird {iber Nacht bei 4 °C inkubiert.. AnschlieBend
wischt man die Platte mit Adhésionspuffer (1 x 100 pL/well) und inkubiert sie 30 min bei RT
mit MAdCAM-1 Uberstand (je nach Konzentration des MAdCAM-1 Uberstands 100-
150 puL/well).
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Zellbasierter Adhésionsassay fur a4-Integrin-exprimierende Zellen

Es wurden folgende Adhésionsassays durchgefiihrt: 38C13B7-Zellen auf MAdCAM-1
beschichteten Platten, 38C1367-Zellen auf VCAM-1 beschichteten Platten und Jurkat-Zellen
auf VCAM-1 beschichteten Platten.

Vorbereitung der Mikrotiterplatten:

Die mit VCAM-1 oder MAdCAM-1 beschichteten Mikrotiterplatten wurden mit
Adhisionspuffer gewaschen (1 x 100 puL./well) und anschlieBend mit Adhéasionspuffer fiir 1 h
bei RT blockiert.

Vorbereitung der Zellen:

Die entsprechende Zellsuspension (12.5 mL) wurde 3 min bei 1500 Upm zentrifugiert, mit
PBS (1 x5mL) gewaschen und abermals 3 min bei 1500 Upm zentrifugiert. Man
resuspendierte die Zellen in Adhésionspuffer (3 mL) und inkubierte die Zellsuspension
30 min bei 37 °C mit einem Fluoreszenzfarbstoff (H33342, 6 uL). Die Zellsuspension wurde
3 min bei 1500 Upm zentrifugiert, mit PBS/1 mM EDTA (5 mL) gewaschen, bei 1500 Upm
fir 3 min zentrifugiert und in PBS (10 mL) resuspendiert. Nach dem Zdhlen der Zellen
wurden diese abermals 3 min bei 1500 Upm zentrifugiert und in einer entsprechenden Menge
Adhisionspuffer geldst (ca. 8%10° Zellen/mL).

Durchfuhrung des Adhésionsassays:

Die Zellsuspension (350 pL, ca. 8%10° Zellen/mL) wurde mit der entsprechenden Substanz
(3.5 uL aus der Stammlosung, 1 mg/10 pL DMSO) 10 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend  auf die Platte aufgetragen (3 xje 100 uL). Man zentrifugierte die
Mikrotiterplatten fiir 10 min bei 15 g und analysierte sie im Fluorimeter. Die Mikrotiterplatten
wurden 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, unter dem Mikroskop auf ausgefallene
Verbindungen untersucht, in ein PBS-Bad eingetaucht und anschliefend mit einer Klebefolie
die einzelnen wells abgeklebt. Die Mikrotiterplatte wurde invers 10 min bei 50 g zentrifugiert.
Von der invertierten Platte zog man die Klebefolie ab und driickte sie auf einem
Zellstoftpapier aus. Die immer noch invertierte Mikrotiterplatte wurde mit einer Pasteur-
Pipette ausgesaugt. Die Mikrotiterplatte wurde nun wieder umgedreht, mit Adhisionspuffer
befiillt (100 uL/well) und im Fluorimeter vermessen. Die Auswertung erfolgte mit Microsoft

Excel®.
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9.5 Synthese von oligomeren SST-Analoga

9.5.1 Synthese der Bausteine

Die Zyklopeptide 114, 117 wund 118 wurden durch kombinierte Fesphasen-
Losungssynthese hergestellt. Nach AAV 11, 12, 14, 15 und 16 wird das lineare Peptid
aufgebaut und anschlieBend nach AAV 20 b zyklisiert. Bei dem am N-terminus mit
Aminooxyessigsdure verldngertem Octapeptid ist bei der Abspaltung vom Harz und bei der

Zyklisierung auf die Verwendung von Losungsmittel der HPLC-Qualitét zu achten.

114

cyclo[2,7]-AoxAc-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

Cs1Hg7N11014S,: 1121.43 g/mol

HPLC (10-50 % in 30 min.) R, = 19.4 min; ESI-MS: m/z 1122.5 [M+H]", 562.1
[(M+2H)/2]*.

117

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

C49HeaN19011S,: 1032.42 g/mol

HPLC (10-50 % in 30 min.) R, = 19.4 min; ESI-MS: m/z 1122.5 [M+H'], 562.1
[(M+2H)2]*".

118

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

C49HgaN19012S,: 1048.41 g/mol

HPLC (10-50 % in 30 min.)) R, = 19.4 min; ESI-MS: m/z 1122.5 [M+H'], 562.1
[(M+2H)2]*.

Verzweigungseinheiten
Die Verzweigungseinheiten wurden durch kombinierte Fesphasen-Losungssynthese
hergestellt. Zundchst wurden die linear verzweigten Peptide mit N-terminalen Serin nach

AAV 11, 12, 14, 15 und 16 aufgebaut und anschlieend nach AAV 19 zu den Aldehyden
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oxidiert. Die Aldehyde wurden mittels HPLC gereinigt und nach lyophilisieren innerhalb von
24 h fiir die nichste Synthese eingesetzt.

O=CH-CO-HEGAS-OH
C16H29N0101 395.18 g/mol
ESI-MS: m/z 396.3 [M+H]", 418.4 [M+Na]", 434.4 [M+K]".

[O=CH-CO-ADO-],-D-Lys-D-Asp-OH
C26H41N50152 663.26 g/l’l’lOl
ESI-MS: m/z 664.6 [M+H]", 686.6 [M+Na]", 702.3 [M+K]".

[0O=CH-CO-HEGAS-],-D-Lys-OH
C38H(,8N40202 900.44
ESI-MS: m/z 901.5 [M+H]", 923.6 [M+Na]", 939.5 [M+K]".

[O=CH-CO-HEGAS-],-D-Lys-D-Asp-OH
C42H73N50232 1015.47 g/mol
ESI-MS: m/z 1016.4 [M+H]", 1038.5 [M+Na]", 1054.4 [M+K]".

[O=CH-CO-HEGAS-],-D-Lys-Dpr(Aoa)-OH
C43H35N70252 1159.56 g/mol
ESI-MS: m/z 1042.5 [M-Boc-H,O+H]", 1160.3 [M+H]", 1182.4 [M+Na]", 1200.4 [M+K]".

{[O=CH-CO-D-Lys-HEGAS],-D-Lys},D-Lys-OH
C82H146N100403 1910.97 g/mol
ESI-MS: m/z 1911.5 [M+H]", 1933.7 [M+Na]’, 1949.6 [M+K]".

[O=CH-CO-HEGAS-],-D-Lys-Lys(DOTA)-OH
C60H106N100233 1414.72

ESI-MS: m/z 708.7 [(M+2H)/2]*, 1415.5 [M+H]", 1437.6 [M+Na]".

Synthese der oligomeren SST-Analoga
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Die obigen Verzweigungseinheiten wurden mit cyclo[2,7]-AoxAc-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-
Lys-Thr-Cys-Thr 118 nach AAV 18 umgesetzt und anschlieend mittels HPLC gereinigt. Die
Detektion erfolgte mit den Wellenldngen 254 und 220 nm.

119
cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS-OH

C67H94N12023823 1498.6 g/mol
HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 19.49 min; ESI-MS: m/z 1499.6 [M+H], 1521.4 [(M+Na]".

120

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH;0-N=CH-CO-HEGAS——— | -D-Lys-OH

Ci140H19§N26046S4: 3107.28 g/mol

HPLC (10-60 % in 30 min.) R, = 21.45 min; ESI-MS: m/z 1555.2 [((M+2H)/2]*", 1050.1
[(M+2H+K)/3]>, 1044.7 [(M+2H+Na)/3]>", 1037.5 [(M+3H)/3]>". MALDI-MS: m/z 3110.2
[M+H]".

121

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0O-N=CH-CO-HEGAS — 2-D-Lys-D-Asp

C144H203N27O49$4: 3222.31 g/mol
HPLC (10-60 % in 30 min.) R, = 21.10 min; ESI-MS: m/z 1612.6 [(M+H)/2]*", 1083.0
[((M+Na+2H)/3]*", 1075.6 [(M+3H)/3]*".

122

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0O-N=CH-CO-ADO ——M 2-D-Lys-D-Asp

C128H171N27O4IS4: 2870.10 g/mol
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HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 20.56 min; ESI-MS: m/z 1436.5 [(M+2H)/2]*, 970.9
[((M+2H+K)/31>", 965.6 [(M+2H+Na)/3]*", 958.2 [(M+3H)/3]*".

123

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS — Z-D-Lys-Dpr(Aoa)-OH

C150H215N2905IS4: 3366.4
HPLC (10-60 % in 30 min.) R, =22.55 min; ESI-MS: m/z 1684.3 [(M+2H)/2]2+, 1090.1 [(M-
BOC+3H)/31*".

124

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH
COCH,0-N=CH-CO-HEGAS — Z-D-Lys-Dpr(Aoa-pFPh)-OH

C152H210FN2904QS43 3372.5 g/mol
HPLC (10-60 % in 30 min.) R, = 23.52 min; ESI-MS: m/z 1687.5 [(M+2H)/2]*, 1125.7
[(M+3H)/3]*, 1133.0 [(M+Na+2H)/3]>".

125

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH,0-N=CH-CO-HEGAS _-D-Lys-D-Lys(DOTA)-OH

Ci62H236N3205454: 3621,56
HPLC (10-50 % in 30 min.) R, = 23.55 min; ESI-MS: m/z 1812.8 [(m+2H)/2]*" 1208.7
[(M+3H)/3]%", 1215.9 [(M+2H+Na)/3]*".

126

cyclo[2,7]-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH

COCH,0-N=CH-CO-HEGAS —— -D-Lys-(-D-Lys-OH
2 2

C286H406N5409288: 6324.65 g/mol
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HPLC (10-50 % in 30 min.) R, = 26.56 min; ESI-MS: m/z 1582.2 [(M+4H)/4]*", 1601.8
[(M+2H+2K)/4]*". MALDI-MS: m/z 6330.8 [M+H]".

9.6 Synthese von DOTA-Derivaten

OMe

ﬁicetyl-phenyl-essigsauremethylester

Zun einer Suspension bestehend aus 16.8 mg (0.075 mmol) Pd(OAc),, 68 mg (0.223
mmol) Tris(o-tolyl)phosphin, 0.23 mL (2.5 mmol) Bromessigsduremethylester und 1.73 g
(12.5 mmol) K,COs in 8 mL THF unter Argon werden innerhalb von 30 min bei RT 492 mg
(3.0 mmol) 4-Acetyl-phenyl-boronsdure in § mL THF und 0.11 ml (6 mmol) Wasser
zugetropft. Der Ansatz wird iiber Nacht bei RT geriihrt. Zur Aufarbeitung wird die
Suspension zwischen Wasser und EE verteilt und mehrfach mit EE extrahiert. AnschlieBend
wird die Losung iiber Kieselgel filtriert und iiber Na;SO4 getrocknet. Die Reinigung erfolgt
mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1 bis 2:1). Man erhélt 4-
Acetyl-phenyl-essigsduremethylester als gelblichen Feststoff
Ausbeute 147 mg (0.78 mmol, 31 %)

R¢[H/EE (4:1]1=0.45
ESI-MS: 193.1 (M+H")

'H-NMR (CDCls, 250 MHz, 300 K):
7.95 (d, 2H, J=7.25 Hz, H-Aromaten), 7.41 (d, 2H, J=7.25 Hz, H-Aromaten), 3.74 (s, 3H,
OCHs), 3.72 (s, 2H, CH,), 2.63 (s, 3H, COCHs)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):
197.7 (CH3CO), 171.2 CO,CH3), 139.3 136.1, 129.6, 128.7 (C-Aromaten), 52.2 (CO,CHj),
41.1 (AcPhCH,Br-), 26.6 (CH3CO)
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Br
OMe

(122)-4-Acetyl-phenyl-bromessigséuremethylester

50 mg (0.26 mmol) 4-Acetyl-phenyl-essigsduremethylester 132, 102 mg (0.57 mmol) N-
Bromsuccinimid und 9 mg (0.55 mmol) AiBN werden in 5 mL CCly gelost und 3 h unter
Riickfluss erhitzt. Die Suspension wird iiber Kieselgel filtriert und anschlieBend mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 5:1 bis 2:1) gereinigt. Man erhilt 4-
Acetyl-phenyl-bromessigsiduremethylester als gelbliches Ol
Ausbeute 53 mg (0.20 mmol, 76 %).

R; [H/EE (4:1] = 0.52

"H-NMR (CDCl3, 500 MHz, 300 K):
7.97 (d, 2H, J=7.5 Hz, H-Aromaten), 7.67 (d, 2H, J=7.5 Hz, H-Aromaten), 5.40 (s, 1H,
CHBr), 3.82 (s, 3H, OCHs), 2.62 (s, 3H, COCHj3)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):
197.3 (CH5CO), 168.3 (CO,CHs), 140.5, 137.6, 129.6, 128.8 (C-Aromaten), 53.6 (CO,CHs),
45.4 (AcPhCHBr-), 26.7 (CH5CO)

t-BuOOC—_ /\ ,—COOt-Bu
C)

N N
t+-BuoOC—" \__/ COOMe

129
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-4,7,10-tert-butylester-1-(4-Acetyl-phenyl)-

essigsauremethylester
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Zu 12.3 mg (0.07 mmol) 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan (Cyclen) und 10 mg K,CO; in 1
mL DMF werden 10 mg (0.09mmol) 4-Acetyl-phenyl-bromessigsduremethylester 133 in 2
mL DMF zugegeben. Es wird 3 h bei RT geriihrt und anschlieBend werden 25 mg K,CO3 und
34 uL (0.23 mmol) Bromessigsdure-tertbutylester zugegeben und nochmals fiir 3 h bei RT
gerithrt. AnschlieBend wird das LM entfernt und der Riickstand mittels Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel DCM/MeOH = 20:1) gereinigt. Man erhélt 18 mg
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-4,7,10-tert-butylester-1-(4-Acetyl-phenyl)-
essigsduremethylester 129 und weitere leicht verunreinigte Fraktionen, die anschlieBend
mittels HPLC  gereinigt wurden. Insgesamt wurden 0.043 mmol 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecan-4,7,10-tert-butylester-1-(4-Acetyl-phenyl)-essigsduremethylester ~ er-
halten. (Ausbeute: 60%)

Ry [DCM/MeOH (15:1]=0.43
ESI-MS: 705.4 (M+H"), 727.4 (M+Na")

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):

7.93 (d, 2H, J=7.4 Hz, H-Aromaten), 7.15 (d, 2H, J=7.4 Hz, H-Aromaten), 4.73 (s, 1H,
CHCO:Me), 3.70 (s, 3H, CO,CH3), 3.5-1.7 (m, 22 H, 4x(CH;):N, 3xCH,CO,tBu), 2.61 (s,
3H, COCH3), 1.45 (s, 27 H, 3xCO,C(CHs)3)

BC-NMR (CDCls, 125 MHz, 300K):

197.9 (CHsCO), 175.1, 174.2, 173.7 173.4 (4xCO,R), 137.4, 137.3, 130.7, 128.8 (C-
Aromaten), 82.9, 82.5, 82.4 (3xC(CH3)s), 65.3 (CHCO,Me), 56.5, 56.2, 56.1, 56.0, 53.3, 52.9,
52.8, 49.3, 48.8, 48.6, 48.5, 454 (4x(CH,),N, 3xCH,CO,tBu, CO,CH;), 282

3xC0O,C(CH3)s, 27.1 (CH3CO)
OMe
ooy
|

135
4-1od-phenylessigsauremethylester®*"!

1.1g (4.2 mmol) 4-lIod-phenylessigsédure werden in 40 mL abs. MeOH gelost und 0.4 mL
konz. Schwefelsdure zugegeben. Die Losung wird 16 h bei RT geriihrt und anschlieBend mit

ges. NaHCOs;-Losung neutralisiert. Die wéssrige Phase wird mehrmals mit EE extrahiert und
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die vereinigten organischen Phasen iiber Kieselgel filtriert, iiber Na,SO4 getrocknet und das
LM entfernt. Es verbleibt 4-lodphenylessigsduremethylester 135 als farblose Fliissigkeit.
Ausbeute 1.08 g (3.91 mmol, 93%)

R¢ [H/EE (4:1] = 0.57

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):
7.67 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.05 (d, 2H, J=8.4 Hz), 3.72 (s, 3H), 3.59 (s, 2H)
OMe

Z
136
4-Ethinyl-phenyl-essigsduremethylester®**!

500 mg (1.81 mmol) 4-lodphenylessigsduremethylester 135 und 380 plL (2.75 mmol)
Trimethylsilyl-acetylen werden in 5 mL abs. Acetonitril gelost. Unter Argon werden bei 0 °C
596 pL (4.3 mmol) Triethylamin, 162 mg (0.14 mmol) Tetrakis(triphenylphosphin)-Pd-(0)
und 250 mg (1.3 mmol) Cul zugegeben. Zunéchst wird 30 min bei 0 °C geriihrt und
anschlieBend noch 3 h bei RT. Die Losung wird nach verdiinnen mit Hexan {iber Kieselgel
filtriert und mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 11:1) gereinigt.
Das erhaltene Zwischenprodukt wird in 10 mL THF gelost, mit 1.1 eq
Tetrabutylammoniumfluorid versetzt und fiir 30 min bei RT geriihrt. Nach Abziehen des LM
wird mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel H/EE = 11:1) gereinigt. Man
erhilt 4-Ethinyl-phenyl-essigsiuremethylester 136 als gelbliches Ol.

Ausbeute 204 mg (1.18 mmol, 65 %)

R¢ [H/EE (4:1)] = 0.32

'H-NMR (CDCls, 500 MHz, 300 K):
7.48 (d, 2H, J=8.3 Hz, H-Aromaten), 7.27 (d, 2H, J=8.3 Hz, H-Aromaten), 3.72 (s, 3H,
CO,CH3), 3.65 (s, 2H, CH,CO»), 3.09 (s, 1H, CCH)

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz, 300K):
171.5 (CO,CH3), 134.7, 132.3, 129.3, 121.1 (C-Aromaten), 83.4 (PhCCH), 77.3 (PhCCH),
52.2 (CO,CH3), 41.0 (PhCH))



9 EXPERIMENTELLER TEIL 145

t-BuOOC—_ / \ ,—COOt-Bu
CY
N N o}
t-BuooCc—" \—/
0
138

2-[1-(1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-4,7,10-tert-butylester)]-y-butyrolacton

Zu 60 mg (0.35 mmol) 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan (Cyclen) und 48 mg K,CO; in 10
mL DMF werden 36 pL (0.46 mmol) a-Brom-y-butyrolacton zugegeben. Es wird 12 h bei RT
geriihrt und anschlieBend werden 152 pL (1.15 mmol) Bromessigsdure-tertbutylester
zugegeben und nochmals fiir 3 h bei RT geriihrt. AnschlieSend wird das LM entfernt und der
Riickstand mittels Flash-Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel DCM/MeOH = 30:1)
gereinigt. Man erhélt 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-4,7,10-tert-butylester-1-(4-Acetyl-
phenyl)-essigsduremethylester 129 weillen Feststoff.

Ausbeute 85 mg (0.14, 41 %)

R¢ [DCM/MeOH (15:1]1=0.31
ESI-MS: 599.4 (M+H"), 621.4 (M+Na")
'H-NMR (CDCls, 250 MHz, 300 K):

452 (t, 3H, CH,CH), 4.0-4.08 (m, 2H, OCH,CH,), 3.48-2.08 (m, 24 H, 4x(CH)N,
3xCH,CO,tBu, OCH,CH,CH), 1.46 (s, 27 H, 3xCO,C(CH)3)
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Tab. 10.1: pKp-Werte von oligomeren SST-Analoga an isolierten Memrannen von CCL-39

Fibroblasten.

Verbindung pKp pKp pKp pKp pKp
hSSTR-1 hSSTR-2 hSSTR-3 hSSTR-4 hSSTR-5
117 5.58+%0.17  8.96£0.07  7.37£0.02 6.65+£0.05 7.63+0.02
118 <6 9.02+0.13  6.50+0.09 6.92+0.05 7.30=0.01
119 <6 7.90£0.06  5.53+0.22 5.84+0.02 6.47+0.11
120 <6 8.19+0.06  5.54+0.18 6.27+£0.16 6.61+0.06
121 <6 8.10+0.04  5.43+0.20 6.28+0.13 6.55+0.08
122 <6 8.01£0.10  5.57£0.13 6.41+£0.13 6.49+0.10
124 <6 8.10£0.07 5.42+0.17 6.08+0.04 6.48+0.09
126 <6 8.18%0.06  5.62+0.17 6.22+£0.05 6.71+0.02
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