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Kurzfassung

Iminoaldite sind Kohlenhydrat-Analoga, deren Ringgatoff durch einen basischen,
trivalenten Stickstoff ersetzt ist. Solche Verbindan sind als starke, kompetitive Inhibitoren
von Glycosylhydrolasen bekannt, daraus resultiddesondere biologische Eigenschaften.
Synthetisch hergestelltdl-modifizierte Derivate von 1-Desoxynojirimycin wers starke
Wechselwirkungen mi-Glucosidasen auf und werden deshalb auch in dap&hbntherapie
fur die Behandlung von lysosomalen Speicherkrank&hetingesetzt. In dieser Arbeit wurde
ein robuster und effizienter Syntheseweg zur DHusig von 1-Desoxynojirimycin Derivaten
entwickelt. Es wurden zwei paradigmatische Vertreieser Substanzklasse hergestellt und

auf ihre biologische Aktivitat untersucht.
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Abkirzungen

Tabelle der verwendeten Abklrzungen

[0]o® |spezifischer optischer Drehweft GSL Glycosphingjdli

AcOH | Essigsaure HCOONHAmMmoniumformiat
Active-site-spezifische- High performance liquid

ASSC |Chaperone HPLC chromatography

BiP Binding Protein HSP Hitzeschockprotein

BuwNF | Tetrabutylammoniumfluorid LiAlkl Lithiumaluminiumhydrid

BusNOH | Tetrabutylammoniumhydroxid | LSK Lysosomale Speichankheit

Cbz Benzyloxycarbonyl- MPS Mukopolysaccharidose

(COCl), |Oxalylchlorid MRNA messenger ribonucleic acid

DC Dunnschichtchromatographie NMR Kern-Magnet-Rasan

DIBAL |Diisobutylaluminiumhydrid Pd(OH)C | Palladiumhydroxid auf Aktivkohle

DMAP | 4-(Dimethylamino)-pyridin Pd/C Palladium auk#vkohle

DMF Dimethylformamid PivCl Pivaloylchlorid

DMSO | Dimethylsulfoxid rel. Massg Relative Masse

DNA Desoxyribonukleinsaure RT Raumtemperatur

DNJ 1-Desoxynojirimycin TBSCI |tert-Butyldimethylsilylchlorid

ER Endoplasmatisches Retikulum TEMPQO 2,2,6,6-Tatthgipiperidinyloxyl

ERAD | ER-unterstutzter Proteinabbau TFAA Trifluoigs@ureanhydrid

EtN Triethylamin THF Tetrahydrofuran

GRP Glucoseregulierende Proteine TosCl |paraToluolsulfonsaurechlorid




Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kohlenhydrate

In den Anfangen der Kohlenhydratchemie wurden Milek die aus C, H und O im
Verhaltnis von (H,O)« aufgebaut sind, als Kohlenhydrate bezeichnet. Dwermutete
man, dass es sich hierbei um ein Hydrat des Kotd&#as handelt. Mittlerweile umfasst diese
Definition auch Verbindungen mit Heteroatomen wiB. ZStickstoff oder Schwefel, welche
nicht in der urspringlichen Definition enthaltenrem

Zu den Kohlenhydraten zahlen unter anderem Polyhxy@idehyde bzw. Polyhydroxyketone
sowie auch gréRere Moleklle, die bei der Hydrolgsee dieser Carbonylverbindungen
freisetzen. Je nach MolekllgroRe werden sie in Maocharide, Oligosaccharide und
Polysaccharide eingeteilt.

Monosaccharide unterteilt man je nach Anzahl deékt@ne in Triosen (g), Tetrosen (G,
Pentosen (€}, Hexosen (@), usw.. Monosaccharide, die eine Aldehydfunktiogsitzen,
werden als Aldosen und solche mit einer Ketogrugpdletosen bezeichnet.

Di- und Oligosaccharide enthalten zwei bis ca. zBlumosaccharideinheiten, die tber eine
sogenannte glycosidische Bindung miteinander veoirdgind. Ist ein Saccharid durch zwei
anomere Hydroxylgruppen miteinander verknipft, vdesd dabei entstehende Disaccharid als
nichtreduzierender Zucker bezeichnet, wohingegene eVerkipfung zwischen einer
alkoholischen und einer anomeren Hydroxylgrupperemeduzierenden Zucker darstellt.
Polysaccharide sind Biomakromolekile, die in denstea lebenden Organismen zu finden
sind. Sie stellen die groRte Gruppe von Naturstoffar, zu denen Speicherstoffe wie Starke
und Glycogen aber auch Gerustsubstanzen wie Ceflulod Chitin gehéren. Hinsichtlich der
jahrlich anfallenden Menge ist Cellulose die héstigorganische Verbindung.

Zucker, die im Pflanzen- und Tierreich vorkommeilddn zusammen mit Fetten und
Proteinen die Erndhrungsgrundlage aller Organismebei Kohlenhydrate in erster Linie als
Energiequelle dienen. Tiere und Pflanzen gewinrieredm Leben bendtigte Energie durch
den Abbau von Kohlenhydraten (Glucose). Glucossteft durch Photosynthese aus,CO
und HO unter Lichteinwirkung und Mitwirkung von Chlorogh® Kohlenhydrate sind
gemeinsam mit Proteinen und Lipiden als Glycolipidad Glycoproteine an der

Zellerkennung und der Blutgruppendeterminierungibgt.

! Hans, G. S., InAllgemeine MikrobiologieEds. Fuchs, G.; Georg Thieme Verlag, Stutt@066 p. 407 - 408.
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Einleitung

1.2 Glycosidasen und Glycosidaseninhibitoren

In lebenden Organismen werden Zucker hauptsachiicich Glycosylhydrolasen und
Glycosyltransferasen verarbeitet. Diese Enzyme sindelen biologischen Prozessen, wie
Verdauung, lysosomaler Abbau von Glycokonjugates hin zur posttranslationalen
Modifikation von Glycoproteinen, involviert.

Die Synthese von Glycosiden erfolgt durch Glycosylsferasen, indem aktivierte
Glycosylreste auf Proteine, Lipide oder wachsendego© oder Polysaccharidketten
Ubertragen werden. Glycosidasen sind Hydrolases, editweder vom nichtreduzierenden
Ende der Polysaccharidkette Monosaccharide frasetz(Exoglycosidasen) oder
Oligosaccharide abspalten (Endoglycosidasen). Sierdem in zwei Untergruppen,
invertierende und retentive Glycosidasen, eingeadhangig von der Struktur der von ihnen
spezifisch gespaltenen Substrate und deren anotiendiguration. Wegen der bedeutenden
Rolle der Glycosidasen herrscht grol3es InteressBudnstanzen, die selektiv Glycosidasen
inhibieren kénnen. Es gibt eine groBe Vielfalt anatimlich vorkommenden
Glycosidaseninhibitoren, mikrobiologischen und pf#lichen Ursprungs, von denen manche
schon in der traditionellen chinesischen Medizinnwendet wurdef. Sie kénnen in
irreversible und reversible Glycosidaseninhibitouererteilt werden.

Irreversible Glycosidaseninhibitoren deaktiviereas dEnzym, indem sie eine kovalente
Bindung mit einem Aminosaurerest der Enzyme aushildiese Art von Inhibitoren wird
zur Aufklarung von Enzymmechanismen und zum Madnevon Enzymen verwendet.
Beispiele dafiir sind Bromconduftepoxid ()° und Diaziringalactosid 2j°> (siehe
Abbildung 1.

Br

HO vl

HO

Abbildung 1: Beispiele fir irreversible Glycosidaseninhibitoren

2 Matrin, O.R.; Compain, P. Inminosugars: From synthesis to therapeutic appliarag Eds. Compain, P.;
Martin, O. R.; John Wiley & Sons, Ltd: Chichest2007,p. 1 - 6.
¥ Rempel, B.; Withers, S. Glycobiology2008 18, 571 — 586.
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Einleitung

Die biologische Aktivitdt der meisten reversibleny€dsidaseninhibitoren beruht auf der
groRen Ahnlichkeit zum natlrlichen Substrat. Beikpi fir natirliche, reversible
Glycosidaseninhibitoren sind Swainsor®)*(und Nojirimycin @)° (sieheAbbildung 2.

OH

////// NH

HO OH

6

H

o

H

3 4

Abbildung 2: Beispiele fir reversible Glycosidaseninhibitoren

Neben den Iminoalditen gibt es noch andere rever§bycosidaseninhibitoren. Beispiele

hierfiir sindb-Gluconolacton$)® undp-b-Glucopyranosylaming)’ (sieheAbbildung 3.

HO HO

HO Il o) HO il NH,

HO OH HO OH

Abbildung 3: Beispiele fir reversible Glycosidaseninhibitoren

1.3 Iminoaldite als Glycosidaseninhibitoren

Iminozucker sind Kohlenhydrat-Analoga, deren Ringsatoff durch Stickstoff ersetzt ist.

Durch diese Substitution erhalt dieser Zucker b&esreswerte biologische Eigenschaften. Die
therapeutische Wirkung der Iminozucker hat ihrespgdung in der traditionellen chinesischen
Medizin. Im 17. Jahrhundert ist das Haarlem-Ol Bghandlung von verschiedenen
Krankheiten verwendet worden. Das Ol wurde ausgténen Blattern voMorus alba der

weilRen Maulbeere, gewonnen, welche mehrere Imiiteadthalterf. Beispiele dafiir sindl-

“ Colgate, S. M.; Dorling, P. R.; Huxtable, C.ARust. J. Cheml979 32, 2257 — 2264.
® Nouye, S.; Tsuruoka, T.; Niida, J. Antibiot 1966 19, 288 — 291.

® Leaback, D. H.; Biochem. Biophys. Res. Comni868 32, 1023 — 1025.

"Lai, H. Y. L.; Axelrod, B.;Biochem. Biophys. Res. Commiii73 54, 463 — 468.
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Einleitung

Methyl-1-desoxynojirimycin 7)8, Fagomine §)° und 1,4-Didesoxy-1,4-imino-arabinit ©)°
(sieheAbbildung 3.

OH OH HO

HO HO
HO HO

OH OH

Abbildung 4: Iminozucker

In den frihen 1960er Jahren fallt der Startschussdfe synthetische Darstellung von
Iminozuckern. Weiters werden anstelle des Ringsaokes auch andere Heteroatome, wie
beispielsweise Schwefel oder Phosphor eingefihie. Bynthese solcher Kohlenhydrat-
Analoga hat zu diesem Zeitpunkt noch keinen bialcigen Hintergrund, sondern ist ,nur®
eine synthetische Herausforderung. Mitte der 196@@dwre wird 1-Desoxynojirimycinl()
von Hans Paulsen erstmals dargestéfitzur selben Zeit wird Nojirimycin10) aus dem
BakterienstammStreptomyces nojiriensissoliert und die antibakterielle Wirkung dieser
Iminoaldite entdeckt’ Diese Kohlenhydrat-Analoga werden aus Fermentsbidinen wie
zum Beispiel vorStreptomyces roseochromogemeg68, Streptomyces lavendulggf-425

und Streptomyces nojiriensBF426 gewonneff.

OH OH
H H
N N
HO HO
HO oH HO
OH OH
10 11

Abbildung 5: Nojirimycin (10) und Desoxynojirimycini1)

Chemiker der Firma Bay®r haben entdeckt, dass 1-Desoxynojirimyciil)( als
a-Glucosidaseninhibitor wirkt (sieh&bbildung 5.*° Diese Entdeckung haben Iminoaldite fiir

Wissenschaftler immer interessanter gemacht. EslameBibliotheken von Kohlenhydrat-

8 Asano, N.; Oseki, K.; Tomioka, E.; Kizu, H.; Maiski. Carbohydr. Res1994 259 243 — 255.

° Paulsen, HAngew. Chem. Int. Ed. Endl966 5, 495 — 511.

9 paulsen, H.; Todt, KChem. Ber1967 100, 3385 — 3407.

“nouye, S.; Tsuruoka, T.; Niida, J. Antibiot 1966 19, 288 — 292.

2nouye, S.; Tsuruoka, T.; Ito, T.; Niida, Tetrahedrorl968 24, 2125 — 2144

13 Truscheit, E.; Frommer, W.; Junge, B.; Miiller, §ghmidt, D. DAngew. Chenil981, 93, 738 — 755.
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Einleitung

Analoga aufgebadf Das Einsatzgebiet dieser Kohlenhydrate beschrsickt nicht nur auf
die Hemmung von Glucosidasen, Iminoaldite inhimereunter anderem auch
Glycosyltransferaselt, ~ Glycogenphosphorylas€h oder  Metallproteasel.  Eine
bahnbrechende Entdeckung ist die Wirkung von Kdhdrat-Analoga als pharmakologische

Chaperone zur Behandlung von lysosomalen Speicistkeiten'®

1.4 Synthesevon Iminozuckern

Das steigende Interesse an Iminoalditen und ihesierderen biologischen Eigenschaften hat
die Aufmerksamkeit vieler synthetischer Chemikewngekt. In den letzten Jahrzehnten ist ein
breites Spektrum an Kohlenhydrat-Derivaten ausggéheon natirlichen aber auch
synthetischen Quellen hergestellt worden. Die figsel Zwecke entwickelten Methoden

nutzen viele verschiedene Ausgangsmaterialen wietaaide und Aminosauren.

1.4.1 Iminoaldite aus ,Nichtkohlenhydrat“-Startmaterialie n

Die Verwendung von Kohlenhydraten als Ausgangsnateur Synthese von Iminozuckern
ist nicht immer sinnvoll. Es sind Synthesewege @&keit worden, ausgehend von
.Nichtkohlenhydrat“-Startmaterialien. In diesen Metlen werden die chiralen Zentren
entweder durch chemo-enzymatische Prozesse oderch duverwendung von
enantiomerenreinen Startmaterialien, wie Aminos@ugebildet. Ein Beispiel zur Darstellung

eines Iminozuckers, ausgehend weAlanin ist in Abbildung 6zu sehen®’

4 Cipolla, L.; La Ferla, B.; Gregori, MComb. Chem. High Throughput Scree?@06 9, 571 — 582.

>Wong, C.-H.; Dumas, D. P.; Ichikawa, Y.; Koseki; Ranishefsky, S. J.; Weston, B. W.; Lowe, JJBAm.
Chem. Socl992 114, 7321 — 7322.

'8 Bols, M.; Hazelle, R.; Thomsen, |. Bhem. Eur. J1997, 3, 940 - 947.

" Moriyama, H.; Tsukida, T.; Inoue, Y.; Yokota, K.pshino, K.; Kondo, H.; Miura, N.; Nisimura, S.d. Med.
Chem.2004 47, 1930 — 1938.

¥ Fan, J.; Ishii, S.; Asano, N.; Suzuki, Nat. Med.1999 5, 112 — 115.

19 Stitz, A. E., InIminosugars as Glycosidase Inhibitors: Nojirimyeind BeyongStutz, A. E.; Wiley-VCH,
Weinheim,1999 4.3, p.81 - 84.
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OH
1. DIBAL
- - P OR
OMe 2. LinAN_-OR
N——CPh, N=——CPh,
13 14
PivCl
OPi OH i
v = Sharpless- Y
H Dihydroxylierung
- / OR
PhoC=—N OH 16 N=—=cCPh,
15
1. ByNF
2. NaOCl, TEMPO
OPiv OH 1. NaBH;CN
B 2. BiuNOH
3. H,, Pd/C, H N
2—> H OH
H OH
Ph,C==—N OH
17 " 18

Abbildung 6: 1-Desoxy-fuco-nojirimycin18) ausL-Alanin

Eine weitere Strategie ist die stereoselektive Eanklisierung von Dienen zur Darstellung
von Kohlenhydrat-Analoga (sielfébildung 7.2

0 OTBS
chemoenzymatische 1. NaBH,, CeCl; 7H,0, |
Synthese 0 -78°C 0
2. TBSCI, Imidazol
0 20 3.1, Pyridin, CCly 0 21
1. CO (1 atm), Bu3SnH,
Pd(Phs),
2.NaBH, CeCl; TH,0,
-78°C
OTBS OH OTBS
OH
1. O3, -78°C,
1 IN HCI O DMS
2 H,. 30 psi. N 2. BaNH;Cl,
Pd/C o AN NaBH;CN
Bn
1 23

Abbildung 7: 1-DNJ aus Cyclopentadien

20 Stitz, A.E.; Iniminosugars as Glycosidase Inhibitors: Nojirimyeind BeyondEds. Stiitz, A. E.; Wiley-
VCH, Weinheim,1999 4.3, p.86 - 87.
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Einleitung

1.4.2 Iminoaldite aus Sacchariden
Iminozucker kdnnen ausgehend von aktivierten Alditargestellt werden. Eine bekannte

Synthese basiert auf der Tosylierung der primargadrékylgruppe des Ausgangsmateriafs
und anschlieBende Reaktion des Ditosg&imnit einem Amin (siehébbildung 8.2

OR OR OR

RO OH RO OTos RO
TosCl R2NH,, 40°C
e —_—

OH OTos NR2
RO RO RO

24 25 26

Abbildung 8: Kohlenhydrat-Analoga aus Alditen

Eine weitere Alternative ist die intramolekulareu&tive Aminierung, die 1967 von Paulsen
und seinen Mitarbeitern erstmals durchgefilhrt wafdBiese ist eine der effektivsten

Methoden zur Darstellung von Iminoalditen als Ghidaseninhibitoren (sietbbildung 9.

HO HO
(0] OH
HO HO
Xy NH
HO Kat.
NH, — > ——
H,
HO HO
OH OH n n
n
OH OH
28 29

27

Abbildung 9: Intramolekulare reduktive Aminierung

Dabei entsteht im ersten Schritt eine Schiff'schesdé28 aus der Carbonylfunktion des
Eduktes und einem Amin. AnschlieBend wird diesestaisile Imin 28 mit Hilfe eines

Hydrierkatalysators und +£um gewiinschten Iminoaldit@b umgesetzt.

Alternativ lassen sich Iminoaldite auch aus Lactorgynthetisieren. Ausgehend von
1,2-O-Isopropylidene-D-glucofuranurono-6,3-lactor8() ist 1-DNJ von Daet al tber eine

6-stufige Synthese dargestellt worden (siéhbildung 10.%

%L Mc Caig, A. E.; Chomier, B.; Wightman, R. Bl.Carbohydr. Chenl994 13, 397 - 407.
% paulsen,H.; Sangster, |.; Heyns,Ghem. Ber1967 100, 802 — 815.
% Dax, K.; Gaigg, B.; Grassberger, V.; Kélblinger; Btiitz, A. EJ. Carbohydr. Chenl99Q 9, 479 — 499.
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—OH

OH

‘ OH N3

\o/ OH °
—_— NN [
_ OH HO
HO
(0] OH
OH
31

ZT

11

Abbildung 10: 1-DNJ aus Lacton

1.5 Glycosphingolipidabbau und lysosomale Speicherkrankheiten

Glycosphingolipide sind essentielle Strukturbesteihel der Zellmembranen in S&ugetieren
und befinden sich gréf3tenteils an der Zelloberg&@ie bestehen aus einem Ceramidteil mit
einer N-acylierten Sphingosingruppe, an deren primaren ré¥yruppe D-Glucose
B-glycosidisch gebunden ist. Eines der am einfachatdgebauten Glucosphingolipiden ist
das Glucosylcerami@2 (sieheAbbildung 1.2

0]

[ )W
0 H
HO -0 N
OH
Sphingosin

OH

a1 Z

HO

32

Abbildung 11: Glucosylcerami@2

Glycosphingolipide werden nach ihrem Lebenszykiusen Lysosomen durch verschiedene
Glycosidasen Schritt fur Schritt abgebaut. JedesediEnzyme ist fur die Abspaltung einer
bestimmten terminalen Zuckereinheit verantwortligiehe Abbildung 12. Am Ende des

Abbauprozesses wird das Ceramd@® zu Sphingosin und einer langkettigen Fettsaure

gespalten.

24 Wennekes, T.; Van den Berg, R. J. B. H. N.; BootGR Van der Marel, G. A.; Overkleeft, H. S.; Azrd. M.
F. G.Angew. Chen009 121, 9006 — 9028.
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Abbildung 12: Abbau von Glycosphingolipiden

Wenn nun eines dieser fur den Abbau verantworttidiiezyme einen Gendefekt besitzt, kann
der gesamte Stoffwechselprozess behindert werdearau® resultiert eine abnormale
Speicherung von nicht abgebauten Glycosphingolipidle Lysosomen, was zu einer
lysosomalen Speicherkrankheit (LSK) fihrt. Der Grumir die Speicherung dieser

Glycosphingolipide in der Zelle kann neben einedumerten Enzymaktivitdt auch ein
verringerter Membrantransport sein.
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1.6 Lysosomale Speicherkrankheiten (LSK)

Lysosomale Speicherkrankheiten stellen Stoffwesi3elngen dar, die durch einen genetisch
bedingten Defekt saurer Hydrolasen hervorgerufemdere Diese Enzyme sind fur die
Degradation von Makromolekilen, wie zum Beispielyg®kphingolipiden, Proteinen,
Lipiden, Glycogen oder Glycoproteinen verantwortfic Es sind heute etwa 50 verschiedene
Syndrome bekanrf. Etliche dieser Syndrome stehen in engem Zusammenhdt dem
fehlerhaften lysosomalen Abbau von Glycosphingdipi. Die bekanntesten Vertreter dieser
Art der LSK sind inTabelle langefihrt.

Tabelle 1: Die bekanntesten Lysosomalen Speicherkrankt&iten

Syndrom fehlerhaftes Enzym Speicherstoff
Pompe-Syndrom a-Glucosidase Glycogen
Gumi-Gangliosidose |pB-Galactosidase GM;

Tay-Sachs-Syndron] p-Hexosaminidase A| GM

Sialidose Neuraminidase GM

Gaucher-Syndrom Glucocerebrosidas¢  Glucosylceramid

Fabry-Syndrom a-Galactosidase A Globotriaosylceramjid

Sandhoff-Syndrom |p-Hexosaminidase B| Globosid

Ein durch einen Gendefekt hervorgerufener VerlasAktivitat eines oder mehrerer Enzyme
fuhrt zur Speicherung der entsprechenden Substiraterhalb der Lysosomen. Die
Akkumulation dieser hochmolekularen Substanzen Zatdchst Funktionsstorungen und
schliel3lich den Zelltod zur Folge. Eine grobe Elatey der Krankheiten erfolgt je nachdem,
welches Material in der Zelle angesammelt wird. Manterscheidet beispielsweise
Glycosphingolipidosen, Mukopolysaccharidosen undig@3laccharidosen. Die meisten
lysosomalen Speicherkrankheiten werden autosornatses vererbt, eine Ausnahme sind die
Mukopolysaccharidose (MPS) Typ 2 (Morbus Hunterd wer Morbus Fabry, die dem
X - chromosomalen Erbgang folgéhEtwa eins von 8.000 — 10.000 Neugeborenen ist von
diesen Erbkrankheiten betroffé#*°

% Winchester, B.; Vellodi, A.; Young,.Biochem. Soc. Trang00Q 28, 154 — 154.

26 Matrin, O.R.; Compain, P. Inminosugars: From synthesis to therapeutic appiaag Eds. Compain, P.;
Martin, O. R.; John Wiley & Sons, Ltd: Chichest2007, p. 225 — 226.

%" Beck, M.Dtsch. Arztebl2001, 98, 2188 — 2192.

% Meikle, P.J.; Hopwood, J. J.; Clague, A. E.; Cat#hF.J. Am. Med. Asso@999 281, 249 — 254,
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Bei den lysosomalen Speicherkrankheiten ist dieodgmale Enzymkonzentration im
Vergleich stark reduziert. Bedingt durch die fehédte Faltung der entsprechenden Proteine
wird das betroffene Enzym im Endoplasmatischenkdktm (ER) denaturiert. Kérperfremde
Chaperone konnen diese fehlerhaften Proteine beiridetigen Faltung unterstiitzen und
damit die enzymatische Aktivitat gewahrleistet. Ndem das defekte Enzym mit Hilfe von
Chaperonen in die richtige Konformation gebrachtdey gelangt es tber den sekretorischen
Weg in die Lysosomen und erhéht dort die Enzymititi®

Die am haufigsten auftretende lysosomale Speicaekkreit ist das Gaucher-Syndrom,
welches in drei Typen (Typ I, Il und Ill) eingeteiverden kann. Typ | ist am starksten
vertreten und wird auch ,adulte Form“ genannt. D&oenmt es zur Vergrof3erung von Leber
und Milz, Gelenksschaden, Hamatomen und Blutarméhrend das periphere Nervensystem
nicht angegriffen wird. Anders ist es jedoch bepTl(infantile Form) und Typ Il (juvenile

Form) bei denen auch das periphere Nervensystewfieet ist.

1.7 Therapien

In den letzten 20 Jahren wurden Fortschritte in Tegrapie der unheilbaren lysosomalen
Speicherkrankheiten erreicht. Je nach Syndrom werd@ochenmarktransplantation,
Enzymersatztherapie, Substratreduktionstherapi@ami@tzellen- und Chaperontherapie zur

Bekampfung dieser Krankheiten eingesé&tzZt.

1.7.1 Enzymersatztherapie

Die Enzymersatztherapie basiert auf dem Konzegs dekombinante lysosomale Hydrolasen
von Zellen und Gewebe Uber den Mannose- bzw. Mamfigshosphat-Rezeptor Weg
aufgenommen und zu den Lysosomen transportiert emerbort werden sie aktiviert und
ersetzen die defekten Hydrolasen.

Der erste erfolgreiche Test dieser Therapie wuelelgp | Gaucher Patienten durchgefihrt.
Nachdem die Enzymersatztherapie sich als sicherefiimlent erwiesen hat, wurde dieses
Konzept auch fur die Therapie anderer lysosomapeicBerkrankheiten angewendet.

Die Nachteile dieser Therapie sind unter andereablBme mit der Bioverfugbarkeit von

rekombinanten Enzymen. Aul3erdem sind diese rekamben lysosomalen Enzyme grol3e

2 Rider, J. A.; Rider, D. LMol. Genet. Metabh1999 66, 231 — 233.

30 santavuori, PBrain Dev.1988 10, 80 — 83.

3L Eto, Y.; Shen, J. S.; Meng, X. L.; OhashiJTInherit. Metab. Dis2004 27, 411 — 415.
32 Ellinwood, N. M.; Vite, C. H.; Hasskins, M. H. Gene. Med2004 6, 481 — 506.

19



Einleitung

Molekile, welche nicht in der Lage sind, die BlutiHdSchranke zu Gberwinden. Somit kann
diese Therapie nicht bei der Behandlung von lys@em Speicherkrankheiten eingesetzt
werden, die auch das zentrale Nervensystem betreffur Zeit werden intensive
Nachforschungen angestellt um die rekombinanteryfaazchemisch zu modifizieren, damit
sie die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden konnen. Eieiterer Nachteil dieser Therapie ist,
dass sie fur Patienten sehr aufwendig und da sahdafusionen verabreicht wird, fir Kinder
ungeeignet ist.

Weiters mussen auch 6konomische Aspekte berlclgtichérden. Die Behandlungskosten
eines einzigen Patienten belaufen sich auf bis@u0DO Euro pro Jahr, was diese Therapie

zu eine der teuersten Behandlungsarten in diesdsieGaacht>

1.7.2 Knochenmarktransplantation

Das Ziel der Knochenmarkstransplantation ist, diés®lockierung von Molekilen durch die
Blut-Hirn-Schranke umgangen wird. Knochenmarkmakegen sind in der Lage, die Blut-
Hirn-Schranke zu einem kleinen Teil zu Uberwinde kdénnen als Enzymquelle im Hirn
dienen. Obwohl es einige Berichte von erfolgreichamnsuchen gibt, scheint diese Art von
Therapie, nicht gut fir die Behandlung von lysoslemaSpeicherkrankheiten geeignet zu
sein.

In Tierversuchen wurde gezeigt, dass es eine Veeb@sg der neuronalen Symptome und
eine hohere Lebenserwartung gibt. Es konnte jedk@oie Genesung der Tiere beobachtet

werden.

1.7.3 Substratreduktionstherapie

Die Substratreduktionstherapie basiert auf der Ilthgse, dass die intralysosomale
Akkumulation von nicht abgebautem Substrat, beiusgizhender Aktivitat der jeweiligen

substratabbauenden Enzyme, ansteigt. Bei dieserafiee wird die Biosynthese der

Glycosphingolipide inhibiert. Es werden Inhibitoreerwendet, die den ersten Schritt der
Synthese von CeramidO zu Glucosylceramid39 blockieren und in weiterer Folge sind
weniger Speicherstoffe vorhanden die akkumuliertdee konnen. Eines der Ziele dieser
Therapie ist, Wirkstoffe zu entwickeln, die in deage sind die Blut-Hirn-Schranke zu

Uberwinden und die Substratbelastung im zentralenwvéhsystem zu reduzieren. Ein Nachteil

3 parenti, G.EMBO Mol. Med2009 268 — 279.
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dieser Therapie ist, dass auch andere Substraemgehwerden, was zu unerwinschten
Nebenwirkungen fuhren kann.

Eine Kombination der Substratreduktionstherapie mdr Knochenmarktransplantation
Therapie zeigt synergetische Wirkung bei MausenSaidhoff-Syndrom.

1.7.4 Chaperontherapie (CMT)

Chaperone sind Molekiile, die frisch synthetisief®ateinen helfen, sich in die biologisch
aktive Konformation zu falten (sien&bbildung 13. Weiters schitzen sie diese Proteine
davor Aggregate zu bilden, bzw. von der ER-assdeiie Proteindegradation

(ERAD - Abbau) denaturiert zu werden. Die Funktioler Chaperone ist dabei die
Abschirmung von hydrophoben Seitenketten ungeéltétoteine, damit die Faltung korrekt
ablaufen kanri? In den Zellen sind unterschiedliche molekulare fghane vorhanden wie

z.B. Hitzeschockproteine (HSP), “Binding Proteir{BiP) oder glucoseregulierende Proteine
(GRP). Diese Chaperone sind voneinander unabhaadgy, fihren &hnliche Funktionen

aus>®

1.7.4.1 Funktion von Chaperonen

Wie in Abbildung 13zu sehen ist, wird die mRNA von den Ribosomen ,&xgn” und im
ER die entsprechende Proteinsequenz nachgebaut.

Ribosome
3

_‘.--"-"__\5'
MRNA
. X Endoplasmic reticulum membrane
e ) gj Molecular chaperones
Protein *
(a) Correct folding * (b) Misfolding and mis-assembly

and assembly ‘\/‘\}\J
/ \

— Mutar.'ll ASSC
Py protein
Wild-type \

v /
protein /
&

. -&& 2

i oo l
@ b =)

q/\_._
} ~ |
Golgi apparatus Degradation Golgi apparatus

Abbildung 13: Proteinfaltung®®

3 http://flexikon.doccheck.com/Chapero2epa
% Buchner,J. Cell. Mol. Life Sci2002 59, 1587 — 1588.
% Fan, J.-QTrends Pharmacol. S003 24, 355 — 360.
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Die Faltung der Proteine erfolgt durch Selbstorgation®’ Unterstiitzt werden die Proteine
bei ihrer Faltung durch molekulare Chaperone wie Binding Proteine (BiP), Calnexin oder
Hitzeschockproteine (HSP). Wenn nun die Faltung Rooteinen durch Mutationen in der
Aminosaure Sequenz fehlerhaft oder unvollstandjgnsd dies von der ,Qualitatskontrolle®,
dem ERAD-Abbau erkannt und abgebaut. Bei der CMTdem diese defekten Proteine
mittels molekularer Chaperone stabilisiert bzwhtig gefaltet. Durch diesen Vorgang wird
sichergestellt, dass nur korrekt gefaltete Proteimen Golgi-Apparat transportiert werden.
Die Proteine, die selbst durch die molekularen @hape nicht vollstandig funktionsfahig
gemacht werden kdnnen, werden ins Cytosol trangpipnvo sie durch cytosole Proteasomen
abgebaut werdef?. Aus einer Veroffentlichung von Yewdell geht hervoiass geschétzte
30% aller Proteine trotz der Hilfe von molekular€haperonen durch den ERAD-Abbau
denaturiert werderf Dieser Abbau erfolgt in wenigen Minuten.

Neben den korpereigenen sind hier auch korperfreif@daperone zu erwéhnen. Die
wichtigsten lassen sich in chemische und activeesgiezifische Chaperone (ASSC) einteilen.
Chemische Chaperorié,wie z.B. Dimethylsulfoxid, Trimethylamit-oxid oder Glycerin,
stellen die biologische Aktivitat unterschiedlich@lsch gefalteter Proteine wieder her. Der
genaue Mechanismus ist noch nicht geklart. Bekatrdaber, dass sie Proteine stabilisieren
und verhindern, dass diese mit anderen Proteingregigren. Chemische Chaperone sind
nicht fir therapeutische Zwecke einsetzbar, dawsoh richtig gefaltete Proteine beeinflussen.
Fur klinische Verwendungszwecke missen Chaperoeegifgecher sein, wie active-site-
spezifische Chaperone.

Acitve-site-spezifische ChaperdfigN-(n-Nonyl)-1-desoxynojirimycin 42), N-(n-Butyl)-1-
desoxynojirimycin 43)], auch pharmakologische Chaperhgenannt, sind kleine Molekiile
(rel. Masse < 1000), die mit der active site eiResteins in Wechselwirkung treten und
dieses dadurch stabilisieren. Sie sind im Gegermathemischen Chaperonen hoch selektiv.
Die ASSC-Therapie wurde erstmals beim Fabry-Syndiemonstriert. Bei diesem Syndrom
ist die a-Galactosidase A defekt. Durch Zufihrung verschieden-Galactosidase A
Inhibitoren in subinhibitorischen Konzentrationeank das defekte Enzym wieder partiell

aktiviert werden. Einer dieser ASSC Chaperone iftesoxygalactonojirimycin4l). Die

37 Anfinsen, C. B.; Scheraga, H. Adv. Protein Cheml975 29, 205 — 300.
% yewdell, J. WTrends Cell. Bial2001, 11, 294 — 297.
37 Bernier, V.; Lagace, M.; Bichet, D. G.; Bouvier, Wrends Endocrinol. Metal2004 15, 222 — 228.
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active-site-spezifische Chaperon-Therapie kann declsaucher-, Tay-Sachs- und Sandhoff-

Syndromen eingesetzt werd®n.

oH OH

ZT

HO

41 OH

Abbildung 14: 1-Desoxygalactonojirimycin4()
Ein Vorteil der ASSC-Therapie ist, dass diese IrirMolekiile die Blut-Hirn-Schranke

Uberwinden konnen. Weiters ist diese Therapie sshfach zu handhaben, weil die

Medikamente oral verabreicht werden kdnnen.

OH
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Abbildung 15: Beispiele fur aktiv-site-spezifische Chaperone:
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2 Problemstellung

Iminoaldite sind starke, kompetitive Inhibitorenrv&lycosylhydrolasen. Verbindungen wie
diese spielen eine wichtige Rolle in der Forschlegspielsweise bei Untersuchungen von
glycoproteinspaltenden Glycosidaséinn wichtiger Vertreter dieser Verbindungsklasse is

das 1-Desoxynojirimycinl(l) (sieheAbbildung 16.

OH

ZT

HO
HO
OH
11

Abbildung 16: 1-Desoxynojirimycin {1)

N-Modifizierte Iminoaldite zeigen interessante phakaiogische Wechselwirkungen mit
B-Glucosidasen. Diese Eigenschaft wird in der Chapdiherapie zur Behandlung von
lysosomalen Speicherkrankheiten genutzt.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit soll ein einfached wabuster Weg zur Herstellung von
N-modifizierten 1-Desoxynojirimycin-Derivaten (DNJgntwickelt werden, welcher flr
industrielle Mal3stdbe verwendet werden kann (siditeldung 17. Die Ausgangsmaterialien
sollten moglichst einfach handzuhaben und preisseirt. Weiters sollen Modifikationen des

Iminozuckers auf diesem Syntheseweg einfach undedictu realisieren sein.

OH OH /R
(o] 6 Stufen N
HO —_— HO
HO HO
OH OH
44 OMe 45

Abbildung 17: Darstellung von DNJ-Derivaten
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3 Durchfihrung und Diskussion
3.1 Darstellung von 1-Desoxynojirimycin (11)

Zur Darstellung von 1-Desoxynojirimycirll) wird der Syntheseplan 1 aufgestellt (siehe
Abbildung 18).

OH OBn

0 NaH 0

BnBr

HO BnO

HO THF/DMF BnO
OH (3:1) OBn

85 %
44 OMe o 46

AcOH | 100°C
H,SO,| 56 %

OBn
BnO BnNH,
NaCNBH;
-
MeOH BnO
AcOH BnO

OBn
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NaHCOs;| CbzCl

CH,Cl, | 95% uber 2 Stufen
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>¥O

DMSO BnO
(COCl),
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” CH,Cl,
OBn Et,N

BnO

MeOH

Pd(OH),
H>

OH

ZT

HO
HO
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Abbildung 18: Syntheseplan 1
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Bei der Darstellung von Verbindundgl wird vom Methylua-D-glucopyranosid 44)

ausgegangen (sieldbildung 19.
OH OBn

NaH
0 BnBr e}
—_—

HO THF/DMF ~ BnO
HO 3:1 BnO

OH 50°°C OBn
85% 46

44 OMe OMe

Abbildung 19: PerO-benzylierung

Da in den Folgereaktionen der Zucker offenkettigliggt und es zu keinen unerwinschten
Nebenreaktionen kommen soll, werden im ersten 8cile Hydroxygruppen des Edukig
perbenzyliert. Es wird die Benzylschutzgruppe vemet, da andere Schutzgruppen wie
Isopropyliden- oder Acetylschutzgruppen im weitex&arlauf der Synthese nicht stabil sind.
Das Methylglucosid wird unter sauren Bedingungenspghien, dabei wirde eine
Isopropyliden-Schutzgruppe ebenfalls abgespaltexdeme Ein weiterer wichtiger Aspekt der
Benzylschutzgruppe ist, dass sie nicht ,wandert& Bcetylschutzgruppe wirde, sobald der
Zuckerring gedffnet wird und eine freie Hydroxygpepvorhanden ist, zu wandern beginnen.
Bei der reduktiven Ringdffnung zum Gludi8 ware die Hydroxylgruppe am C-5 frei und die
Acetylschutzgruppe kénnte dann v@n4 oder vonO-6 aufO-5 wandern (siehébbildung
20).

NHAc
AcO

OAc OAc OAc

Abbildung 20: Beispiel defAcyl-Wanderung beim offenkettigen Zucker

Die Einfihrung der Benzylschutzgruppen wird durcimsétzung von Verbindung4 mit
Benzylbromid in einem Gemisch aus THF/DMF (3:1)mamer modifizierten Vorschrift von
Tennant-Eylesdurchgefiihrf® Da bei RT die Reaktion sehr langsam verlauft, wiird
Vergleich zu der von Tennant-Eyles beschriebenentti®ge, auf 50°C erwarmt. Das
gebildete Produktgemisch kann aufgrund relativ groBnterschiede der:RVerte einfach
saulenchromatographisch getrennt werden. Die Ausbeetragt 85%. Im Vergleich ergibt
die Reaktion bei RT nur eine Ausbeute von 51% undrégstehen mehr Nebenprodukte, was

auf die lange Reaktionszeit zurtckzufihren ist.

“* Tennant-Eyles, R. J.; Davis, B. G.; Fairbanks) Aetrahedron: Asymmet800Q 11, 231 — 243.
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OBn OBn
o) AcOH o
BnO H2804i BnO
BnO 100°C BnO
OBn 569% OBn OH
0
46 OMe 47

Abbildung 21: Hydrolysierung

Im Folgeschritt wird Verbindung6 in AcOH und 2N HSQO, bei 100°C hydrolysiert (siehe
Abbildung 2). Diese Reaktion ist literaturbekannt und wurde der gleichen Ausbeute
(56%) bereits von Presser durchgefifhirDurch diese Bedingungen wird nicht nur das
Methylglucosid, sondern es werden auch einige Benhutzgruppen abgespalten. Daher ist
darauf zu achten, dass das Reaktionsgemisch niclange diesen Bedingungen ausgesetzt
ist, deshalb wird auch wenn der Umsatz laut DC-kall& nicht vollstandig ist, aufgearbeitet.
Die Aufreinigung von Verbindung7 unterscheidet sich von der Literdtyrdie vorsieht, das
hellgelbe Ol saulenchromatographisch zu reiniganch Vorversuche ist festgestellt worden,
dass es in diesem Fall mdglich ist, das Produkdurch Auskristallisieren aus Cyclohexan
von den Nebenprodukten abzutrennen. Da sich daprBabkt in Cyclohexan relativ schwer
I6st, wird etwas Essigester als Losungsvermittieyegeben. Das Halbace® kristallisiert

bei RT als weilRer Feststoff aus. Durch Mutarota&otsteht das,-Anomerengemisch.

Verbindung48 wird durch eine reduktive Aminierung aus f@BenzylD-glucose47 mit
Benzylamin dargestellt (siel#dbildung 22.

In einem Vorversuch wird nach einer modifiziertenrsthrift von France gearbeitétim
Gegensatz zur verwendeten Vorschrift 16st sich Welling47 nicht in MeOH. Die Zugabe
von CHCIl, macht die Reaktion sehr langsam und es entstetrametart Nebenprodukte. In
einem weiteren Vorversuch wird anstelle von MeOH!-Djoxan als Ldsungsmittel
verwendet. Auch diese Reaktion ist sehr trage uerdUimsatz nicht vollstandig. Da bei
beiden Vorversuchen nach 48 Stunden Reaktionsegit Weiterer Umsatz mittels DC zu
erkennen ist, wird aufgearbeitet. Die saulenchrographische Reinigung ist jedoch

schwierig und die Ausbeute betragt nur 17%.

“L presser, A.; Kunert, O.; PétschgetMbnatshefte fiir Chemi2006 137, 365 — 374.
“2France, R. R.; Cumpstey, |.; Butters, T. D.; Fairfy A. J.; Wormald, M. Rletrahedron: Asymmet800Q
11, 4985 — 4994,
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OBn
NHBn

BnO

BnO

OBn

OH
47 48

Abbildung 22: Vorversuch der reduktiven Aminierung: a) BnpiNlaBHCN, MeOH,
CH.Cl;,, AcOH. b) BnNH, NaBHCN, 1,4-Dioxan. Reduktive Aminierung: c) BnNH
NaBH;CN, MeOH, AcOH.
In einem Patefit wird die Reaktion in einem Reaktor unter Schutzgaschgefiihrt. Nach
dieser Vorschrift ist in unseren Handen der Umsaizh 12 Stunden noch nicht vollstéandig,
deshalb wird erneut BnNHund NaBHCN zugegeben. Nach weiteren sechs Stunden
Reaktionszeit ist eine deutliche Anderung von eimeiRen Suspension zu einer klaren gelben
Losung zu erkennen. Der vollstandige Umsatz wirttaisi DC festgestellt und anschlieRend
aufgearbeitet. Das erhaltene Proddl@ wird ohne weitere Reinigung in der nachsten
Reaktion eingesetzt.
Das Amin48 wird im nachsten Schritt Benzyloxycarbonyl (Cbesghttzt. Allenfalls noch

vorhandenes Benzylamin wird ebenfalls Cbz geschizd kann in weiterer Folge

)

chromatographisch abgetrennt werden.

BnO

OBn

48 49

Abbildung 23: Cbz-Schitzung

Durch Anbringen der Schutzgruppe wird dieses vogewollten Reaktionen, wie z.B.
Oxidation oder Dimerisierung in den Folgeschrittgaschitzt (sieh@bbildung 23. Diese
Wahl wird getroffen, da die Cbz-Gruppe hydrogenisttt leicht abspaltbar ist. Die Bildung

des Carbamat9 verlauft nahezu quantitativ.

3 Amann, FWorld Intellectual Property Organizatio®004 WO 2004/054975 Al.
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s

BnO

BnO

a) oder b)

OBn OBn
49 50

Abbildung 24: a) Dess-Martin Reagerid, CH,Cl,. b) DMSO, (COCH, CH.Cl,, EN.

Anschlie3end erfolgt die Oxidation der freien Hydpdgruppe an Position C-5 zu einem
Keton (sieheAbbildung 24. Dazu stehen mehrere Oxidationsmethoden zur gerfd, wie
z.B: Dess-Martin-Periodinan-Oxidatiéh, Swern-Oxidatiorf>*® Jones-OxidatiocH oder
Pfitzner-Moffatt Oxidatior'®

Im ersten Versuch wird die Dess-Martin-Oxidation rahgefihrt. Vorteile dieser
Oxidationsmethode sind die kurzen Reaktionszeitdrghe Ausbeuten und eine
vergleichsweise geringe Toxizitat der NebenproduRie hier verwendete Arbeitsvorschrift

ist eine Modifikation der bereits literaturbekam@urchfiihrund"*

AcO TAC
OAc
\| -

\

o)

50 ©

Abbildung 25: Dess-Martin Reagerizl

Ein NMR des Rohprodukts zeigt, dass das gewlnderadukt50 entstanden ist. Da das
Dess-Martin  Reagenz51 (Abbildung 2% sehr teuer ist, werden auch andere
Oxidationsmethoden in Betracht gezogen.

Eine sehr kostengiinstige und effiziente Oxidaticethimde ist die Swern-Oxidatidn*®>*Da
die Swern-Oxidation sehr wasserempfindlich ist,estnotwendig inert zu arbeiten. Wichtig

bei dieser Reaktion ist, dass die Temperatur nge &k8°C steigt, da es sonst zur Bildung von

4 Martin, J. C.; Dess, D. Bl. Org. Chem1983 48, 4156 — 4158.

“>Mootoo, D. R.; Cheng, X.; Hans, S.; Zhao,JHOrg. Chem2001, 66, 1761 — 1767.

“6\White, Allan. H..; Stick, R. V.; Skelton, B. W.g&ffidi, A. Aust. J. Chen2006 59, 426 — 433.
" Shibuya, M Tetrahedron Letter$983 24, 1175 — 1178.

“8 pfitzner, K. E.; Moffatt, J. @. Am. Chem. So&963 85, 3027 — 3028.
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gemischten Acetalen kommen kann. Verbinds@ wird in der Folge als Rohprodukt
eingesetzt.

Im letzten Schritt wird der intramolekulare Ringeds durch Abspalten der
Cbz-Schutzgruppe und anschlieBender Reaktion déddeen freien Amins mit der
Carbonylgruppe initiiert (siehébbildung 26. Es wird nach einer leicht modifizierter

O /_Q
>¥O
NBn 0

Pd(OH),/C
H,
X 1o
MeOH HO

Vorschrift gearbeitet®

H
BnO

ZT

OH

OBn

50 11

Abbildung 26: Intramolekularer Ringschluss zum Desoxynojirimy(ir)

Unter den reduktiven Bedingungen in Gegenwart vonséllte die Chz-Schutzgruppe in
Verbindung50 abgespalten werden und das freie Amin mit dem iKedagieren. Doch selbst
nach 4 h ist laut DC kein Umsatz zu erkennen. Naehrmaligem Abfiltrieren und Erneuern
des Katalysators ist ein quantitativer Umsatz xemmen. Das NMR-Spektrum zeigt jedoch
nicht das gewinschte Produkt, sonderreine offenkettige Verbindung2 (sieheAbbildung
27). Zum Nachweis dieser offenkettigen Form, wirds dProdukt zu Verbindun®3

peracetyliert und anschlieRend erneut eine NMR-Magslurchgefihrt.

NH,
Pyridin
DMAP
—_—
"“"OH Ac,0

Abbildung 27: Peracetylierung

Durch die Anzahl der eingefiihrten Acetylreste kamen sehr gut erkennen, wie viele freie
Hydroxygruppen bzw. Amine vorhanden sind und ob decker offenkettig vorliegt, oder

nicht.
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Abbildung 28: *C-NMR Spektrum von Verbindur3

Das *C-NMR bestétigt den Verdacht, dass die Carbonylgeupu einem Alkohol reduziert
wurde, bevor die Cbz-Schutzgruppe abgespalten wekdante und somit ist 1-Desoxy-1-
aminoglucit 62) entstanden. Da der Weg Uber den intramolekul&&gschluld erfolglos
verlauft, wird ein alternativer Syntheseweg audgeitet (sieheAbbildung 29) Diesem

Syntheseplan folgend soll d&&(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycin56) ausgehend von
Verbindung 44 in sechs Syntheseschritten dargestellt werdeneiDsind die ersten drei

Stufen identisch zum Syntheseplan 1 und werdefbemidmmen.
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3.2 Darstellung von N-(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycin (56)

OH
NaH

HO THF/DMF
HO (3:1)
oH 85%

44 OMe

1.) 4-Phenylbutylamin
NaBH;CN
MeOH
AcOH

0o BnBr

OBn

AcOH
H,SO,4
—_—
100°C
56 %

BnO

46 OMe

2.) Hy/ Pd(OH),/C
MeOH
ACOH/HCI

OH

HO
HO
OH

56

OBn
55

OH

HO
OH

57

OBn

BnO
BnO
OBn

47 OH

0°C
82%

LiAH,,
THF

BnO

Ausgehend von Verbindungt7, die bereits

Abbildung 29: Syntheseplan 2

im Syntheseplan 1 aus Metnb-

glucopyranosid44) in zwei Stufen dargestellt wurde, wird der Rimgluktiv zum Glucitt4
gedffnet (siehébbildung 30.4°°

OBn

BnO
BnO

47

LiAIH,
THF

0 0°C
 a—
82%

BnO

OBn
OH

OBn

54

Abbildung 30: Reduktive Ring6ffnung zum Gluci

“9Matos, C. R. R.; Lopes, C. C.; Lopes, R. SS@nthesid999 4, 571 — 573.

0 Overkleeft, H. S.; Aerts, M. F. G. J.; Strijlar&l; Van der Marel, G. A.; Donker, W.; Van den BeRy,J. B.
H. N.; Wennekes, TJ. Org. Chem2007, 72, 1088 — 1097.
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Da bei dieser Reaktion mit LiAlHgearbeitet wird, ist darauf zu achten, dass Kokmmie
Losungsmittel trocken sind. Fur die Umsatzkontratigtels DC wird eine Mikroaufarbeitung
notwendig. Verbindungp4 kann aufgrund relativ grof3er Unterschiede deMirte gut
saulenchromatographisch gereinigt werden.

Glucit 54 wird mittels doppelter Swern-Oxidation zur Dicarlgtuerbindung 55 oxidiert
(sieheAbbildung 3}.

BnO BnO

a) oder b)
—_—

" K7
BnOY 70Bn

OBn
54

Abbildung 31: a) DMSO, (COCH, CH,Cl,, E&N, -78°C:;
b) DMSO, TFAA, GEl,, E&N, -78°C:

Nach einer modifizierten Reaktionsvorschrift fire diSwern-Oxidation werden zwei
Hydroxylgruppen oxidiert® In Analogie zur Literatur fiir die einfache Swermi@atior{®
werden die Aquivalente von DMSO,z8tund Oxalylchlorid verdoppelt. Nach dem Zutropfen
von EgN zur Reaktionslésung sollte nach Vorschrift 30 repdéter die Reaktion quantitativ
sein. Jedoch ist selbst nach zwei Stunden laut D@tridlle immer noch sehr viel Edukt
vorhanden. Je langer gewartet wird, desto mehrsSpotl am DC erkennbar. Nach 12 h wird
die Reaktion abgebrochen, da immer noch Edukt valda ist, und sehr viele Produkte
entstanden sind. Eine simple Verdoppelung der Memdgr eingesetzten Reagenzien ist
offensichtlich nicht zielfhrend. Nach einer Vorsétvon Matos wird die Darstellung einer
Dicarbonylverbindung ausgehend von einem Kohlerdiydach einer abgewandelten Swern-
Reaktion, mit Trifluoressigsaureanhydrid durchgefiih Die gesamte Reaktion wird unter
Stickstoffatmosphéare bei -78°C durchgefuhrt. EirsgbBnderung von hell rosa auf orange
zeigt das Ende der Reaktion.

Das Produkb5 ist laut DC sehr sauber und wird, wie auch in\derschrift'® beschrieben, als
Rohprodukt ohne weiteren Reinigungsschritt in ddgéreaktion eingesetzt (sieAdbildung
32).
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0} 0 OBn

BNO " HCOONH,
Molsieb 3A

7, , } é

“0Bn NaBHsCN
MeOH

ZT

BnO
BnO

OBn
OBn

55 58

Abbildung 32: 2,3,4,6-Tetra®-benzyl-1-desoxynojirimycin-Darstellur(8) mit
Ammoniumformiat

Der bei dieser reduktiven Aminierung erhaltene $tefit wird mittels NMR-Messung
charakterisiert. Jedoch ist bei dieser Reaktionhtnider gewiinschte Iminozuckes8
entstanden. Auf dem DC ist deutlich eine Umsetzemgeiner Vielzahl an Spots zu sehen,
jedoch sind diese nicht durch eine NMR Messungefineren. Bei einem erneuten Versuch
wird das Molsieb zuerst unter Schutzgas mit Hiliges Pistills zu einem Pulver zerrieben
und dann erst in die Reaktion gegeben. Leider heth aies keinen positiven Effekt auf die
Reaktion. Es sind bei beiden Reaktionen 8 Spotstamten, die saulenchromatographisch
nicht zu trennen sind.

Als Alternativschritt scheint die doppelte reduktidminierung von Verbindung5 und die
anschlieBende Abspaltung der Benzylschutzgruppénemem Hydrierkatalysator in einer

Eintopfreaktion sehr vielversprechend zu sein eshdbbildung 33.

o}
BnO 7" 4-Phenylbutylamin

", MeOH
“OBn

BnO™"

PA(OH),/C OH
Ha N
HO
HO

_ OH
56

OBn

55

Abbildung 33: Darstellung vorN-(4-Phenyl)butylamin-1-desoxynojirimyci®§) durch

doppelte reduktive Aminierung und Entschitzung

Ausgehend von UlosB5 reagiert bei dieser Reaktion zuerst 8a&-Phenyl)butylamin mit
der Aldehydfunktion in Verbindun§5 zu dem entsprechenden Imin, welches dann weiter
zum Amin 59 reduziert wird. Anschliel3end reagiert die zweilidnylgruppe an Position
C-5 mit dem sekundaren Amin, wodurch der gewunsbkhirozucker56 erhalten wird. Der
unter diesen Bedingungen verwendete Palladium-i&dtdr und der Wasserstoff spalten
gleichzeitig die Benzylschutzgruppen ab.

Es werden zwei Versuche mit unterschiedlichen Kotraionen durchgefihrt. Der Vergleich

der beiden Experimente soll zeigen, wie konzemmatbhangig diese Hydrierung ist. Beide
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Reaktionen verlaufen sehr langsam und es muss aothder Katalysator abfiltriert und
erneuert werden. Nach fiinf Tagen ist keine weXaginderung am DC zu erkennen und es
wird aufgearbeitet. Bei der stark verdinnten Reaktist kein eindeutiges Produkt zu
erkennen. Durch das haufige Katalysatorwechselmtiedtrotz mehrfachen Nachwaschens
sehr viel vom unpolaren Edukb an der Aktivkohle hdngen geblieben sein. Bei deniger
verdinnten Reaktion wird das Produktgemisch inrgmméparativen DC aufgetrennt und das
gewulnschte Produls6 in sehr geringen Mengen isoliert. Ein Grund fie geringen Umsatze
kénnte das Amin selbst sein, welches potentiell Hatalysator vergiftet. Weiters kénnte
auch die Ketogruppe in einer Konkurrenzreaktion \RdrKatalysator reduziert werden. Dies
wurde den intramolekularen Ringschluss verhindeendie Hydrierung sehr lange dauert und
die Ausbeute sehr gering ist, wird nach einem adtiven Schritt gesucht.

Wenn der Katalysator durch das Amin vergiftet wisl,es sinnvoller, die Schutzgruppen in
einem separaten Reaktionsschritt abzuspalten wn@Reduktion des Imins Uber ein anderes
durchzufiihren (sieh@bbildung 34. Hierfur
Natriumcyanoborhydrid als Reduktionsmittel an.

Reduktionsmittel bietet sich wieder

BnO

OBn
55

4-Phenylbutylamin
MeOH
Y —_—
////
,"OBn NaBH3CN
AcOH

BnO

BnO

OBn

60

OBn

/

\

Abbildung 34: Darstellung von 2,3,4,6-Teti@-benzylN-(4-Phenyl)butylamin-1-
desoxynojirimycin 60) durch doppelte reduktive Aminierung

Diese Synthesevorschrift ist eine Modifikation déferatur von Baxter und ReitZ. Zur
Ulose55 wird 4-Phenylbutylamin in leichtem Uberschuss dpsge Nach beendeter Reaktion
wird mit Essigester gequencht und das erhaltenepRdiokt s&ulenchromatographisch
Die reineR-Wert 0.07

(Cycolhexan/Essigester 15:1) verlauft nahezu ohnsciMraktionen, wenn kein Druck

gereinigt. chromatographische  Trennung bei von

angelegt wird. Wird bei diesem®/ert mit Druck gesault, kommt es zu einer grof3eren

°l Reitz, A. B.; Baxter, E. WJ. Org. Chem1994 59, 3175 — 3185.
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Anzahl an Mischfraktionen. Verbindung0 wird nach der Saulenchromatographie weifl3
kristallin erhalten. Fihrt man diese Reaktion nrieen Unterschuss (0.8 eq) an Amin durch,
so kann man die Bildung von Nebenprodukten weéduzieren.

Als finaler Schritt ist die Abspaltung der Benzylstzgruppen durchzufiihren, um das

gewilnschte Endprodukt zu erhaltenAbbildung 39.

OBn OH OH
MeOH
N N
‘o] * HO
HO HO

N ACOH/HCI
BnO Pd/C H

BnO >
OBn H OH oH
60 56 57

Abbildung 35: Darstellung vorN-(4-Phenyl)butylamin-1-desoxynojirimyci{®6)

Diese Abspaltung wird mehrfach durchgefuhrt, um dmimalen Reaktionsbedingungen
herauszufinden. Dazu wird Verbindufig in wenig MeOH gel6st und 10% Pd/C Katalysator
der Firma Merck zugegeben. AnschlieRend wird Wasskreingeleitet. Zuerst wird bei
geringem Druck mit einer Orsatblase hydriert. Diglyerierung dauert 16 Tage und es muss
viermal der Katalysator erneuert werden, bis dasuge Edukt umgesetzt ist. Da dies nicht
sehr zufriedenstellend ist, werden die Reaktionisigeghgen verandert. Der pH-Wert des
Reaktionsgemisches wird mit AcOH auf pH=3 eingdistéllach vier Tagen wird der
Katalysator erneuert und wieder der pH-Wert auf pldmngestellt. Nach weiteren 12 Stunden
sind die ersten Intermediate auf am DC zu erkenNexh 11 Tagen ist bei diesem geringen
Druck und Ansauern der Reaktionslésung das gesdatekt umgesetzt. Um die
Reaktionsbedingungen weiter zu verandern, wirdhib&erem Druck (3 bar) mit einer Parr-
Apparatur hydriert. Da nach 24 Stunden kein Umsakennbar ist, wird mit AcOH der pH-
Wert auf pH=3 angesauert. Am dritten Tag wird deatafysator erneuert und mit HCI auf
pH=1 angesauert. Trotz dieser extremen Bedingu(RetC mit AcCOH/HCI und KHmit 3 bar
Druck) benétigt die Schutzgruppenabspaltung 13 Tafgese Reaktion wird in
unterschiedlich grol3en Ansatzen durchgefiihrt, unseten, ob die zu hydrierende Menge
den Zeitfaktor merklich beeinflusst. Aus diesemeklien Vergleich geht hervor, das die
Hydrierung umso langer dauert, je mehr von Verbinghi0 zu hydrieren ist (sieh€abelle 3.
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Tabelle 2: Dauer der Schutzgruppenabspaltung

Menge an Verbindung 60| Druck Dauer | Bedingungen | S&aure
30 mg Orsatblas¢ 4 Tage ohne Ansadern -
80 mg Orsatblas¢ 16 Tage ohne Ansadern -
206 mg Orsatblasg¢ 24 Tage Tag 10 AcPH
260 mg 3 bar 5 Tags Tag 2 HJl
1000 mg 3 bar 13 Tag|e Tag 2 HGI

Ein Grund fur die lange Reaktionsdauer bei der Alispg konnte sein, dass der Iminozucker
als Amin den Katalysator vergiftet. Es stellt sideraus, dass Pd/C fur diese
Hydrierungsreaktion der bessere Katalysator ist aRd(OHYC. Bei der
Benzylschutzgruppenabspaltung kommt es aufgrund dawen Bedingungen zu
Nebenreaktionen. Ein Teil von Verbindun§0 wird zum N-(4-Cyclohexyl)butyl-1-
desoxynojirimycin  §7)  reduziert, welches durch  NMR-Spektroskopie und
Massenspektrometrie identifiziert wird. Umkristsidiren, digerieren und
saulenchromatographische Reinigungsversuche zumniing des Produktgemisches sind
nicht zielfihrend. Die Schwierigkeit dieser Trenguiegt an der fast gleichen Polaritat der
Verbindungen. Schliel3lich gelingt die Reinigung Vgarbindung56 mittels praparativer
HPLC. Die Methode fur diese Trennung wurde mit Necleosil Merchery Nagel £Saule
entwickelt und auf die Nucleosil 120-5 Gaule Ubertragen. Der verwendete Eluent enthalt

Ameisenséaure, darum entsteht das ForgliaDie Ausbeute dieser Reaktion betragt 39%.

3

+
HN

OH

HO
OH

61

Abbildung 36: N-(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycinformi#61)
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Abbildung 37: *C-NMR Spektrum der Mischfraktion (Verbindus§und57)
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Abbildung 38: *C-NMR Spektrum vomN-(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycinformia6{)
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit ist eine robuste IS3smethode entwickelt worden, um
N-modifizierte 1-DNJ Derivate herzustellen. Metlwdb-glucopyranosid 44) ist unter
Standardbedingungen p@rbenzyliert und anschlieRend sauer zur 2,3,4,6a¥@tbenzylb-
glucose 47) hydrolysiert worden. Im néachsten Schritt wurdes decetal47 zum Diol 54
reduziert und anschlieRend mittels doppelter Sv@xiaation Ulose55 dargestellt. Durch
intramolekulare reduktive Aminierung der Uldsgmit 4-Phenylbutylamin und Entschiitzung
der Benzylgruppen mit Hund Pd/C erhélt maN-(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycirbg).
Beim anschlieRenden  Reinigungsverfahren  entstehts d&l-(4-Phenyl)butyl-1-
desoxynojirimycinformiat §1). Die Gesamtausbeute dieser Synthesesequenz &bbs s
Stufen betragt 3.4 %. Im Zuge dieser Diplomarbaitden die Bedingungen der einzelnen
Schritte dieser Methode erarbeitet. Weiterfuhrendssen diese Schritte und darunter
besonders Schritt 5 noch deutlich optimiert werden,diesen Zugang fur den industriellen

Malfl3stab konkurrenzfahig zu machen.

OH
NaH
o BnBr
—_—

HO THF/DMF
HO (3:1)

44

1.) 4-phenylbutylamin
NaBH;CN
MeOH
AcOH

2.) Hy PA(OH),/C
MeOH
ACOH/HCI

3.) prép. HPLC
MeOH:H,0:CHOOH
(40:60:0.5%)

61

Abbildung 39: Syntheseschema
Dieser Syntheseweg ist hervorragend geeignet um oNHMierte 1-DNJ Derivate zu
synthetisieren, da die Manipulation am RingsticKsats letzter Schritt in der Synthesefolge
erfolgt. Es sollte theoretisch moglich sein, jedmdiebige primare Amin in den Zucker

einzubringen.

39



Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil
5.1 Analytik

Chromatographie

Dunnschichtchromatographie:

Zur Dunnschichtchromatographie wurden DC-Alufolienit Kieselgel 60 bs4 (Alufolie,
Fertigplatten) der Firma Merck® verwendet. Die &t erfolgte mittels einer 254 nm UV
Lampe und mit einem der unten angefiihrten Sprubreagn. Nach dem Sprihen wurde zur

Entwicklung erhitzt.

Sprihreagenzien

* Vanillin / Schwefelsaure: (1 g Vanillin in 100 mlokzentrierter HSOy)

*  Ammoniummolybdat/Cersulfat: (Ammoniummolybdat (1@0 / 1000 mL HSO,
(20 %) und 8 g Cer(IV)sulfat/80 mLJ8O, (10 %))

* Ninhydrin: (Ninhydrin (0.2 Gew %) in EtOH)

Saulenchromatographie

Fur die Saulenchromatographie wurde Kieselgel 60Filena Merck® (230 — 400 mesh)

verwendet. Die verwendeten Laufmittel sind bei dezelnen Darstellungen angegeben.

Preparative HPLC

Die verwendete preparative HPLC ist ein Geréat varaker ,ADVANCED SCIENTIFIC
INSTRUMENTS* mit Smartline UV Detector 2500, Knauestrument Control ChromGdte
V 3.1.7, Smartline Pump 1000, Smartline Manager0500d einem Smartline Autosampler
3800. Die verwendete Saule ist eine VP 125/21 NUGEHE. 120-5 C4 der Firma Marchery
Nagel.
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Optische Aktivitat

Die Drehwerte wurden mit einem PERKIN ELMER Polagter 341 bei 20°C, einer
Klvettenlange von 1 dm und einer Wellenlange vo@ BB gemessen. Die Angabe der
Konzentration erfolgt in g/100mL. Lésungsmittel wan je nach Ldslichkeit verwendet und

sind bei der Darstellung angefihrt.

Schmelzpunkt

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktgess der Marke MEL-TEMP
gemessen und sind nicht korrigiert.

NMR-Spektroskopie

Die NMR Messungen erfolgten mit einem 300 MHz NMRr& der Marke Bruker bei einer
Frequenz von 75 MHz filfC-NMR-Spektren und 300 MHz fiiH-NMR-Spektren.

Die chemischen Verschiebungérwurden in ppm gemessen und sind auf die deutenert
Losungsmittel referenziert. Die dazugehorenden Kopgskonstanted sind in Hertz (Hz)

angegeben. DiEC Messungen sintH-entkoppelt.

NMR-spektroskopische Daten:
d chemische Verschiebung in ppm gegen Trimethylsilan
in Klammer:
13C:  zugeordnetes Kohlenstoffatom
'H:  Multiplizitat, Anzahl der Wasserstoffe, zugeoetim Wasserstoffe,
Kopplungskonstantel) in Hz

Multiplizitat:
S Singlett d Dublett
bs breites Singlett dd dublettisches Dublett
t Triplett ddd dublettisches dd
m  Multiplett n.a. nicht aufgelost

5.2 Darstellung der Produkte
Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-b-glucopyranosid (46)*

Die PerO-benzylierung erfolgt nach einer modifizierten \rsft von Tennant-Eyle¥ Es
werden 10.0 g (52 mmol, 1.0 eq) Methyb-glucopyranosid in 400 mL THF/DMF (3:1)
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gel6st. Unter Eiskihlung werden portionsweise 9.@10 mmol, 8.0 eq) NaH zugegeben.
Der Kolben wird mit einem Trockenrohr versehen wad Reaktionsgemisch rthrt fur 20
min. Anschlieend werden 37 mL (300 mmol, 6.0 eghB/lbromid tber einen Tropftrichter
langsam zugetropft. Danach wird die Eiskihlung esntf und 15 h bei 50°C bis zum
vollstandigen Umsatz gerihrt. Die Umsatzkontrole gelblichen Suspension erfolgt mittels
DC. Die Reaktion wird unter Eiskihlung mit 250 mLefH vorsichtig gestoppt. Das
Losungsmittel der klaren gelblichen Ldésung wird Makuum entfernt. Der erhaltene
Ruckstand wird in 80 mL Ci€l, aufgenommen, sauer mit 30 mL 1 M HCI und ansckhel
basisch mit 40 mL gesattigter NaHgOdsung ausgeschittelt. Die einzelnen wassrigen
Phasen werden jeweils mit 20 mL & extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber N&Oy getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfdes entsteht ein
gelber Sirup, welcher saulenchromatographisch gigteivird. Ausbeute: 24.5 g (44 mmol,
85%) gelbes Ol.

OBn DC LM: C/EE (4:1) (viv)
R: Wert: 0.37
O Detektion: UV (254 nm); Vanillin/SO,
B”OBnO Saulen LM: CIEE (15:1) (viv)
OBn Ausbeute: 85%
omel Rel- Molekilmasse: 552.29 g/mol (GsHzg06)

'H-NMR (CDCk) §: 7.43-7.18 (m, n.a., 20H, 4 x Ph), 5.04 (d, I, 10.9 Hz, Ck#-Ph), 4.88

(d, 1H,J = 10.7 Hz, CH#Ph), 4.87 (d, 1HJ = 10.8 Hz, Ci#Ph), 4.85 (d, 1H] =12.0 Hz,

CH,-Ph), 4.72 (d, 1H] = 12.2 Hz, CH#Ph), 4.69 (d, 1HJ)» = 3.4 Hz, H-1), 4.67 (d, 1H,
J=12.0 Hz, CH-Ph), 4.53 (d, 1HJ = 10.6 Hz, CH-Ph), 4.52 (d, 1HJ = 12.0 Hz, Ci-Ph),

4.05 (dd, 1HJ3 = 9.4 Hz,J34 =9.2 Hz, H-3), 3.84-3.74 (m, n.a., 2H, H-5, H-6)783.65

(m, n.a., 1H, H-4), 3.61 (dd, 1H, H-2), 3.43 (b, ®Me).

13C-NMR (CDCE) §: 138.7, 138.2, 138.1, 137.9 (4C, Ph), 128.4, 12828.3, 128.1, 127.9,
127.8, 127.8, 127.6, 127.6, 127.5 (Ph), 98.2 (G82)1 (C-3), 79.8 (C-2), 77.6 (C-4), 75.7,
75.0, 73.4, 73.3 (4C,K:Ph), 70.0 (C-5), 68.4 (C-6), 55.1 (OMe).
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2,3,4,6-TetraO-benzyta,B-b-glucopyranose (47§

Methyl-2,3,4,6—Tetr&-benzyluw-D-glucopyranosid46) [13.7 g, 24.8 mmol] wird in 160 mL
AcOH gelost und anschlieRend 80 mL 2NSE, zugegeben. Die daraus erhaltene weil3e
Suspension wird bei 100°C 12 h auf Ruckfluss erhidze Umsatzkontrolle erfolgt mittels
DC. Die nun farblose Losung wird mit 1000 mL kaltégO verdiinnt, wodurch ein weil3er
Niederschlag entsteht. Die Suspension wird 15 narifyt und anschlieRend mit 150 mL
CH.Cl, ausgeschiuttelt. Die wassrige Phase wird mit@H(2 x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden ubeBS@8agetrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Dabei erhélt man 12.0 g eines agelBirups. Dieser wird in 250 mL
Cyclohexan und 2 mL Essigester in der SiedehitdésgeUber Nacht kristallisiert bei RT
2,3,4,6-Tetrd>-benzyla,B-D-glucopyranose 47) als weil3er Feststoff aus. Dieser wird
abfiltriert und mit 25 mL kaltem Cyclohexan gewasch

Ausbeute: 7.6 g (13.9 mmol, 56%) weil3er Feststoff.

DC LM: C/EE (2:1) (v/v)
OBn

R: Wert: 0.42

o Detektion: UV (254 nm),

BnO Ammoniummolybdat/Cersulfat
BnO Saulen LM: CIEE (15:1) (v/v)

OBn OH

Ausbeute: 56%

Rel. Moleklilmasse: 538.67 g/mol (G4H360¢)

'H-NMR (CDClk) §: 7.39-7.17 (m, n.a., 33H, 4 x Ph), 5.28 (d, 1Hz.)= 3.4 Hz, H-1), 5.01
(d, 1H,J = 10.9 Hz, CHPh), 4.98 (d, 1HJ = 10.9 Hz, CH#-Ph), 4.89 (d, 1HJ = 11.8 Hz,
CH,-Ph), 4.88 (d, 1HJ = 10.7 Hz, H CRPh), 4.85 (d, 1HJ = 10.9 Hz, CH-Ph), 4.82 (d,
1H, J = 12.0 Hz, CRPh), 4.81 (d, 1H] = 11.0 Hz, C#Ph), 4.78 (d, 1H,) = 11.5 Hz,
CH,-Ph), 4.75 (d, 1HJy525 = 9.1 Hz, H-}), 4.64 (d, 1H,) = 12.1 Hz, CH-Ph), 4.58 (d, 1H,
J=10.5 Hz, CHPh), 4.54 (d, 1HJ = 10.4 Hz, CH-Ph), 4.53 (d, 1HJ = 12.3 Hz, Ci#Ph),
4.09 (ddd, 1HJs5 = 9.9 Hz,Js6= 6.8 Hz, H-5), 4.04 (dd, 1HJ 3 = 9.6 Hz,Js4 = 9.1, Hz,
H-34), 3.78-3.56 (M, 7H, H2 H-35, H-4y 5, H-5;, H-6,), 3.45 (dd, 1H, H-.

3C-NMR (CDC}) &: 138.7, 138.6, 138.4, 138.2, 138.0, 137.9, 131139,8 (8C, Ph), 128.6,
128.5, 128.2, 128.1, 128.0, 128.0, 127.9, 127.9,8,2127.8, 127.7 (Ph), 97.5 (G)191.3
(C-1,), 84.6 (C-3), 83.2 (C-3), 81.8 (C-3), 80.0 (C-3), 77.9, 77.8 (C5C-4,), 75.8, 75.7,
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75.1, 75.0, 74.8, 73.6, 73.5, 73.3 (8G4A£h), 74.7 (C-), 70.3 (C-5), 69.0 (C-6), 68.6
(C-6,).

1-N-Benzylamino-2,3,4,6-tetra©-benzyl-1-desoxyp-glucit (48)*3

Dieser Versuch wird nach einer modifizierten Voriftlvon Amannet al. Durchgefiihrf Es
werden 2.00 g (3.7 mmol, 1.0 eq) 2,3,4,6 - T@rbenzyl«a,B-D-glucopyranose 47) in
25 mL MeOH suspendiert. AnschlieBend werden 0.74l@ mmol, 2.7 eq) NaB$CN,
portionsweise zugegeben. Danach werden 1.82 ml7 (b8nol, 4.5 eq) BnNKHzugegeben
und ein Gemisch aus 0.85 mL (14.8 mmol, 4.0 eq) Ac@d 1.5 mL MeOH zugetropft. Das
Reaktionsgemisch rahrt bei 50°C 12 h und anschtié3erd eine Umsatzkontrolle mittels
DC gemacht. Beim Aufarbeiten wird das Reaktionsgemi mit 10 mL gesattigter
NaHCG;-Losung ausgeschuttelt. Der pH-Wert der wassrideas® ist 8. Die wassrige Phase
wird mit CH,Cl, (2 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischehasen werden tber
NaSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfern

Rohausbeute: 3.09 g

DC LM: C/EE (2:1) + 1 Tropfen BN

NHBn

BnO (VvIv)
R: Wert: 0.23
Detektion: UV (254 nm),
oB
" Ammoniummolybdat/Cersulfat
OBn Rel. 631.33 g/mol (Gi1H4sNOs)

Molekilmasse:
'H-NMR (CDClk) 8: 7.31-7.16 (m, n.a., 25H, 5 x Ph), 4.72 (d, 14, 11.3 Hz, CH-Ph), 4.63
(d, 2H,J = 11.7 Hz, CH-Ph), 4.55 (d, 1HJ = 11.6 Hz, CH-Ph), 4.53 (d, 1HJ) = 11.5 Hz,
CH,-Ph), 4.49 (d, 1H) = 10.7 Hz, CH-Ph), 4.48 (d, 1HJ = 11.7 Hz, CH-Ph), 4.45 (d, 1H,
J = 11.3 Hz, CH-Ph), 4.04 — 3.99 (m, 1H, H-5), 3.91 (dd, 1Kz = 6.5 Hz,J34 = 3.6 Hz,
H-3), 3.88 — 3.84 (m, 1H, H-2), 3.68 (dd, 1Hg= 6.6 Hz, H-4), 3.65-3.52 (m, n.a., 4H, H-6a,
H-6b, CH-Ph), 2.78 (dd, 1HJ}1a1p= 12.6 Hz,J1a> = 4.1 Hz, H-1a), 2.60 (dd, 1Hgp, =
5.7 Hz, H-1b).

13C-NMR (CDC}) §: 140.3, 138.5, 138.3, 138.2, 138.1 (5C, Ph), 12R28.5, 128.4, 128.4,
128.3, 128.2, 128.1, 128.0, 127.9, 127.8, 127.9,712127.7, 127.1, 127.0, 127.0, 126.9,
126.9 (Ph), 79.5 (C-3), 79.4 (C-2), 77.7 (C-4),67¢CH,Ph), 73.5 (El,Ph), 73.2 (Ei,Ph),
73.1 ((H,Ph), 71.4 (C-6), 70.8 (C-5), 53.8KigPh), 49.0 (C-1).
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1-(N-Benzyl-N-benzyloxycarbonyl)amino-2,3,4,6-tetra©-benzyl-1-desoxye-glucit
(49)43

2,3,4,6-Tetra®-benzyl-1-Benyzlamino-D-glucit4@) 7.81 g (11.9 mmol, 1.0 eq) werden in
50 mL CHCI, geldst. Zu dieser gelben Lésung werden 20 mL gge&tNaHCQ-Losung
gegeben. AnschlieBend werden langsam 3.23 mL (30wnol, 25 eq)
Benyzloxycarbonylchlorid (CbzCl) zugetropft. Die Qatzkontrolle erfolgt mittels DC. Beim
Aufarbeiten wird erst sauer mit 20 mL 1M HCI undselieRend basisch mit 40 mL
gesattigter NaHC@LOsung ausgeschittelt. Die wassrigen Phasen wearde@€H,Cl, (2 x
20 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasemlen Uber N&O, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der gelbliche upirwird saulenchromatographisch
gereinigt.

Ausbeute: 6.73 g (8.8 mmol, 95%) farbloser Sirup.

DC LM: C/EE (2:1) (v/v)
yﬁ@ Ri Wert: 0.55
NBn Detektion: UV (254 nm),
Ammoniummolybdat/Cersulfat
Saulen LM: CIEE (8:1) (vv)
Ausbeute: 95%

Rel. Molekilmasse: 765.93 g/mol (GoHs1NOy;)

IH-NMR (CDCk) &: 7.21-6.96 (m, n.a., 25H, 5 x Ph), 5.08-5.01 (ma.,n2H, CH-Ph),
4.64-4.23 (M, 10H, CHPh), 4.12-3.76 (m, n.a., 2H, H-2, H-4), 3.74-3(6Q n.a., 2H, H-3,
H-5), 3.60-3.40 (m, n.a., 3H, H-1a, H-6a, H-6b263(dd, 1H, H-1b).

3C-NMR (CDC}) &: 156.8, 156.5 (C=0), 138.4, 138.3, 138.3, 13838.4, 138.1, 138.1,
138.1, 138.1, 138.0, 137.9, 136.8 (12C, Ph), 12828,6, 128.6, 128.5, 128.4, 128.4, 128.2,
128.1, 128.1, 128.0, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7,6812127.6, 127.5, 127.5, 127.4, 127.3 (Ph),
78.6, 78.3 (C-5), 77.4, 77.4 (C-2, C-3), 74.0, 73R8, 73.7, 73.5 (8,Ph), 71.3, 71.2 (C-6),
70.8 (C-4), 67.6, 67.3, 52.0 Ki3Ph), 48.7, 47.6 (C-1).
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6-(N-Benzyl-N-benzyloxycarbonyl)-1,3,4,5-tetra©-benzyl-6-amino-6-desoxy--
sorbose (5052

In einem evakuierten und mit Stickstoff gespulteH&skolben werden 6.3 mL (6.3 mmol,
3.2 eq) Oxalylchlorid vorgelegt und mit 6.2 mL tkeoem CHCI, verdinnt. Die
Reaktionslosung wird auf -78°C gekihlt und ans®ded werden 1.1 mL (14.9 mmol,
3.8 eq) DMSO zugetropft. Nach 20 min werden 3.8B§ (mmol, 1.0 eq) Verbindung?9,
gelodst in 17 mL trockenem GBI, langsam zugetropft. Nach weiteren 20 min werden
3.4 mL (39 mmol, 10.0 eq) &4 zugetropft und anschlieRend auf Raumtemperatuérent.
Nach 20 min ist ein quantitativer Umsatz auf der Csehen. Die Reaktionsldsung wird mit
70 mL Diethylether verdinnt. Die daraus erhaltengsp®&nsion wird mit gesattigter
NaHCG-Losung ausgeschiittelt und die wassrige Phase mathydether (2 x 20 mL)
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werdleer NaSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukidvgdulenchromatographisch gereinigt.
Ausbeute: 2.3 g (3.0 mmol, 77%) gelblicher Sirup.

DC LM: C/EE (2:1) (v/v)
>\¥O/—@ Rt Wert: 0.52
NBn Detektion: UV (254 nm),
Ammoniummolybdat/Cersulfat
Saulen LM: C/EE (15:1) (VIv)
Ausbeute: 77%

Rel. Molekllmasse: 763.35 g/mol (GgH4NOy7)

13C-NMR (CDCEk) &: 207.8 (C=0), 156.4 (C=0), 138.4, 137.8, 137.47.33136.6, 136.5
(6C, Ph), 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.4, 12828.1, 128.0, 127.9, 127.6, 127.3 (Ph),
82.4, 82.1, 74.5, 73.9, 73.4, 73.2, 67.5, 67.29,683.4, 51.9, 47.0, 45.2, (13CH&h, C-1,
C-2, C-3, C-4, C-6).

2,3,4,6-TetraO-benzyl-p-glucit (54)*°

Es werden 7.86 g (14.5 mmol, 1.0 eq) 2,3,4,6-T@H=zenzylD-glucopyranose4’) in 98 mL
THF gel6st. Unter Eiskihlung werden portionsweis@51g (49.9 mmol, 3.4 eq) LIAIH
zugegeben. Das Eisbad wird entfernt und die grauspeéhsion rihrt 12 h bei RT. Die
Umsatzkontrolle erfolgt mittels DC. Unter Eiskuhturwird die Reaktion mit 52 mL

*2\Jon Deyn, W.; Mielke, B.; Paulsen, Hiebigs Ann. Chenl987, 439 — 445,
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Essigester gestoppt (pH = 9). Die Suspension wind in 450 mL Essigester aufgenommen
und mit 300 mL einer 2N HCI-Losung ausgeschuttahischlielend wird die organische
Phase mit 60 mL gesattigter NaH&Obsung ausgeschuttelt und die jeweiligen wassrigen
Phasen werden mit Essigester (2 x 50 mL) extrahi2i vereinten organischen Phasen
werden Uber N&O, getrocknet und das Ldsungsmittel im Vakuum entfeDer daraus
erhaltene hellgelbe, klare Sirup wird sdulenchragatphisch gereinigt.

Ausbeute: 5.82 g (10.7 mmol, 74%) farbloser Sirup.

OH DC LM: C/EE (1:1) (v/v)
BnO Rt Wert: 0.51
Detektion: UV (254 nm),
o8N Ammoniummolybdat/Cersulfat
Saulen LM: C/EE (5:1) (v/v)
QBn Ausbeute: 74%

Rel. Molekilmasse: 542.27 g/mol (G4H350s)

'H-NMR (CDCk) 5: 7.39-7.24 (m, n.a., 20H, 4 x Ph), 4.85 (d, 2k, 10.3 Hz, CH-Ph), 4.59
(d, 2H,J = 10.4 Hz, CH-Ph), 4.72 (d, 2HJ = 12.5 Hz, CH-Ph), 4.70 (d, 2HJ = 9.7 Hz,
CH,-Ph), 4.11 — 4.03 (m, 1H, H-5), 3.93 (d, 1H,= 3.7 Hz,Js 4 = 6.3 Hz, H-3), 3.87 — 3.74
(m, 3H, H-1, H-2, H-4), 3.68 (dd, n.a., 2H, H-6), 3.64 - 3(&7, 1H, H-1,).

3C-NMR (CDCE) §: 138.2, 138.0, 137.9, 137.9 (4C, Ph), 128.5, 12828.2, 128.0, 128.0,
127.9, 127.9, 127.8 (Ph), 79.5 (C-4), 79.2 (C-3)47C-2), 74.5, 73.5, 73.3, 73.1HEPh),
71.2 (C-6), 70.74 (C-5), 61.9 (C-1).

2,3,4,6-TetraO-benzylD-xylo-hexos-5-ulose (55§
Unter Stickstoffatmosphere werden 2.4 mL (34.1 mr6d eq) DMSO mit 22.8 mL Ci€l,

in einen ausgeheizten Kolben vorgelegt und aufC7@3kihlt. Danach wird Uber ein Septum
ein Gemisch aus 3.4 mL (24.0 mmol, 4.4 eq) Trifessigsaureanhydrid (TFAA) und 5.7 mL
CH.Cl, langsam in das DMSO/GRI, Gemisch getropft. Das Reaktionsgemisch wird fur
30 min bei -78°C geruhrt und anschlie3end werdérg35.5 mmol, 1.0 eq) 2,3,4,6-Telta-
benzyle-D-glucit (54), geldst in 22.8 mL CkCl,, langsam zugetropft. Nach 1.5 h wird ein
Gemisch aus 6.2 mL 8 und 22.7 mL CHCI, langsam zugetropft und das Reaktionsgefald
auf RT gebracht. Bei RT wird 30 min geriihrt undat@nmittels DC der Umsatz festgestellt.
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Das Reaktionsgemisch wird erst sauer mit 15.0 msIMOHCI und anschlie3end basisch mit
20.0 mL aus gesattigter NaHG@QOsung und Natriumthiosulfat ausgeschiittelt. Déssvigen
Phasen werden mit GBI, (2 x 10.0 mL) extrahiert. Die vereinten organisthehasen
werden Uber N&O, getrocknet und das Losungsmittel bei RT im Vakwantiernt.
Rohausbeute: 3.5 g gelber Sirup.

o DC LM: C/EE (2:1) (v/v)
BnO = R Wert: 0.33
Detektion: UV (254 nm),

Ammoniummolybdat/Cersulfat
Rel. Molekilmasse: 538.63 g/mol (G4H3406)

“0Bn

OBn

3C-NMR (CDCE) &: 207.9 (C-5), 200.1 (C-1), 137.3, 137.0, 136.76.334C, Ph), 128.8,
128.7, 128.6, 128.5, 128.5, 128.5, 128.4, 128.8.212128.2, 128.2, 128.1, 128.1, 128.1,
128.0, 128.0, 127.9, 127.9, 127.9, 127.7, 127.7,(8h9, 80.8, 79.9 (3C, C-2, C-3, C-4),
74.7,74.2,74.1, 73.3, 73.3 (5C, C-64£h).

2,3,4,6-TetraO-benzylN-(4-phenyl)butyl-1-desoxynojirimycin (60)>*

Es wird nach einer modifizierten Vorschrift von Reét al gearbeitet! 4-Phenylbutylamin
0.12 mL (0.74 mmol, 0.8 eq) und 0.42 mL (0.74 mn@8 eq) AcOH werden in 4.10 mL
MeOH gemischt. Das Reaktionsgemisch wird auf -78&Rihlt und anschlieRend werden
0.50 g (0.92 mmol, 1.0 eq) des Rohprodulagsgelost in 4.10 mL MeOH, zugegeben. Nach
10 min werden portionsweise 0.15 g (2.03 mmol, &2 NaBHCN zugegeben und fur 2 h
bei -78°C gerihrt. Anschlielend wird das Reaktiensgch auf RT erwadrmt und 20 h
geruhrt. Die Umsatzkontrolle erfolgt mittels DC.eDRReaktionslésung wird in 10 mL CHCI
aufgenommen und mit 10 mL gesattigter NaH@Osung ausgeschuttelt. Die wassrige Phase
wird mit CHCE (3 x 5 mL) extrahiert.

Die vereinten organischen Phasen werden tbgs®agetrocknet und das Lésungsmittel im
Vakuum entfernt. Der gelblich klare Sirup wird ssnghromatographisch gereinigt.
Rohausbeute: 0.21 g weilRer Feststoff.
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DC LM: C/EE (2:1) (v/v)
R: Wert: 0.74
oBn Detektion: UV (254 nm),
BnG Ammoniummolybdat/Cersulfat
° o8 Saulen LM: C/EE (15:1) (V/v)
Schmelzpunkt: 71-72 °C
[a] 585" -1.71

Rel. Moleklilmasse: 655.86 g/mol (G4H49NO,)

'H-NMR (CDCk) &: 7.25-7.04 (m, n.a. 25H, Ph), 4.88 (d, TH; 11.2 Hz, CH-Ph), 4.79 (d,
1H, J = 11.0 Hz, CHPh), 4.73 (d, 1HJ = 11.2 Hz, CH-Ph), 4.6 (d, 1HJ = 11.7 Hz,
CH,-Ph), 4.55 (d, 1HJ = 11.5 Hz, Ci#Ph), 4.39 (d, 1HJ = 12.2 Hz, CH-Ph), 4.35 (d, 1H,
J=11.9 Hz, CHPh), 3.62 — 3.32 (m, 5H, H-6a, H-6b, H-4, H-3, H-2.98 (dd, 1H,
Jeqax= 11.1 HZ J1eq2= 4.8 Hz, H-1eq), 2.67 — 2.56 (M, 2H, H-1"), 2:58.43 (m, 2H, H-4"),
2.25 — 2.18 (m, 1H, H-5), 2.12 (dd, 18{ax>= 10.6 Hz, , H-1ax), 1.48 — 1.16 (m, 4H, H-2",
H-3").

13C-NMR (CDCE) §: 142.4, 139.1, 138.7, 138.6, 137.9 (5C, Ph), 12B28.4, 128.4, 128.4,

127.9, 127.9, 127.7, 127.6, 127.5, 125.8 (Ph), 82-8), 78.7 (C-4), 78.6 (C-2), 75.3, 75.2,
73.48, 72.8 (€l,Ph), 65.6 (C-6), 63.9 (C-5), 54.5 (C-1), 52.3 (§-85.8 (C-4"), 29.3 (C-3"),

23.4 (C-2).

N-(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycinformiat (61)

2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-N-(4-Phenyl)butyl-1-desoxymmycin (60) 1.00 g (1.52 mmol, 1.0
eq) wird in 25 mL trockenem MeOH geldst, 7 Tropkemzentrierte HCl und 2 Spatelspitzen
Pd(OH)/C zugegeben. Das Reaktionsgefald wird an der Rgrasatur angeschlossen und bei
3 bar hydriert. Nach 10 Tagen ist die Benzylabspgltlaut DC-Kontrolle quantitative. Es
werden 45 mg mittels praparativer HPLC gereinigiwird folgende Methode verwendet:

* Nucleosil C4; MeOH/HO/CHOOH (40:60:0.5%) (v/v/v) mit einen Fluss von

0.8 mL/min. Detektiert wird bei einer Wellenlangemv360 nm.
Ausbeute: 24.8 mg (0.07 mmol, 39%) weil3er, hygrpgaher Schaum.
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DC LM:

OH

Rs Wert:

HO AN Detektion:
OH

Ausbeute:

[a] 585™:

C/EE (2:1) (viv)

CHCIs/MeOH (7:1)

0.74

UV (254 nm),
Ammoniummolybdat/Cersulfat
39%

-4.9

Rel. Molekulmasse: 341.40 g/mol (GH»7NOg)

'H-NMR (CDCk) &: 8.3 (bs, 1H, €0OO), 7.3 - 7.1 (m, n.a. 5H, Ph), 3.94 (bd, 1H,
Joa6o= 13.2 Hz, H-6b), 3.81 (dd, 1Ks 62 = 10.8 Hz, H-6a), 3.7 — 3.6 (ddd, 14 = 9.3 Hz,
H-2), 3.5 (dd, 1HJs = 10.1 Hz,Js3= 9.7 Hz, H-4), 3.38 (dd, 1H, H-3), 3.40 (dd, 1H,
J1eqac 12.4 HzJ1eq2= 5.7 Hz, H-1eq), 3.30 - 3.17 (m, 1H, H-1"), 3.13.60 (M, 2H, H-1",
H-5), 2.9 (dd, 1HJiax2= 11.8 Hz, H-1ax), 2.63 — 2.55 (m, 2H:4"), 1.6 (bs, 4H, H-2",

H-3).

13C-NMR (CDC¥) &: 169.2 (H®O), 142.0 (1C, Ph), 128.7, 128.6, 126.2 (Ph), 7683
67.0 (C-4), 65.9 (C-2), 65.2 (C-5), 53.7 (C-6),&0C-1), 52.7 (C-1'), 34.2 (C-4), 27.4, 23.4

(C-2°, C-3).

50



NMR-Spektren

6 NMR-Spektren

Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (46)
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2,3,4,6-TetraO-benzyla,B-p-glucopyranose (47)
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NMR-Spektren

2,3,4,6-TetraO-benzylb-glucit (54)
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NMR-Spektren

2,3,4,6-TetraO-benzylb-xylo-hexos-5-ulose (55)
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NMR-Spektren

2,3,4,6-TetraO-benzyl-N-(4-phenyl)butyl-1-desoxynojirimycin (60)
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NMR-Spektren

N-(4-Phenyl)butyl-1-desoxynojirimycinformiat (61)
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