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Essigester

Ethyl

et altera

9-Fluorenylmethoxycarbonyl
Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie
Ethylenglykoldimethylether, 1,2-Dimethoxyethan
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure
heteronuclear multiple-bond CH correlation (NMR-Spektren)
heteronuclear single quantum correlation (NMR-Spektren)
Hochvakuum

im Vakuum

Isopropyl, 2-Propyl

Infrarot-Spektroskopie
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konz. konzentriert

LAH Lithiumaluminiumhydrid (LiA1H4)

Lsg. Losung

Lsm. Losungsmittel

m Multiplett (NMR-Spektren)

MAS magic angle spinning

Me Methyl

MeCN Acetonitril

MEK Methylethylketon, 2-Butanon

MS Massensprektrometrie

Ms Mesyl, Methansulfonyl

MSA Maleinsdureanhydrid

MTBE Methyl-tert.-butylether

NMR Kernspinresonanz, nuclear magnetic resonance
NOESY nuclear Overhauser effect spectroscopy (NMR-Spektren)
org. organisch

PAK polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoff
PDC Pyridiniumdichromat

Pd/C Palladium auf Aktivkohle

PFT Perfluortenside

Ph Phenyl

PMHS Poly(methylhydridosiloxan)

Pr Propyl

Py Pyridin

q Quartett (NMR-Spektren)

quant. quantitativ (Ausbeute)

quart. quartar

quin. Quintett (NMR-Spektren)

R organischer Rest

Ry Riickhaltefaktor

RP reversed-phase, Umkehrphase

RT Raumtemperatur

s Singulett (NMR-Spektren)

S. siche

SET single electron transfer

SPE solid phase extraction, Festphasenextraktion
SPR surface plasmon resonance, Oberflichenplasmonresonanz
t Triplett (NMR-Spektren)

TFA Trifluoressigsdure
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THF Tetrahydrofuran

TMGA N,N,N',N'-Tetramethylguanidiniumazid

TMS Trimethylsilyl

TOC total organic carbon, gesamter organischer Kohlenstoff
TOCSY total correlated spectroscopy (NMR-Spektren)

Tr Trityl, Triphenylmethyl

uv Ultraviolett

z. B. zum Beispiel
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Cholesterol

Cholsdure
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3[H4-Brom-1-butyloxy)-5CFcholestan
Ameisensdure-(5[-cholestan-3[}Fyl)-ester
4-(5[FCholestan-3[}yloxy)-buttersdureethylester
3[H4-Cyano-1-propyloxy)-5Lkcholestan
30-Allyloxy-5Ckcholestan
3+(3-Hydroxy-1-propyloxy)-5Ckcholestan
5[+Cholestan-3[Fyloxy-essigsaure
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(5CFCholestan-3-yliden)-malonsdure-dinitril
(5FCholestan-3-yliden)-essigsdure-ethylester
(5CFCholestan-3[}yl)-essigsdure-ethylester
Dehydrocholsdure

Desoxycholsdauremethylester

30,120Dimethoxy-5CFcholansduremethylester

30, 12[FDimethoxy-5Ccholansdure-(12[1,24-dimethoxy-24-oxo0-5Fcholan-3[Fyl)-ester

Lacton

30 12[+Dihydroxy-5+cholan-24-o0l

301 12[FDihydroxy-5[}+cholan-24-yltritylether
30112 FDimethoxy-5[}cholan-24-yltritylether
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32
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3 FMethoxy-5[}cholansduremethylester

300 700,12F Trimethoxy-5CFcholansduremethylester

Lithocholsduremethylester

3LHOH-Fluoren-2-yl-carbamoyl)-5[}-cholansduremethylester
3[+(1-Naphthyl-carbamoyl)-5[cholansduremethylester

2-(5[+Cholestan-3[}yl)-ethanol

30,120-Dimethoxy-5CFcholan-24-ol

30,120-Dimethoxy-5Ckcholan-24-ylazid

1-(5[FCholestan-3[}yl)-2-methansulfonyl-ethan
30,120Dimethoxy-5CFcholan-24-ylmesylat

1-Azido-2-(5Ckcholestan-3[Fyl)-ethan

N-(2-Butyl)-2-(5[-cholestan-3[Fyl)-ethylamin

2-(5[FCholestan-3[}yl)-ethylamin

301 12CFDimethoxy-5[}cholan-24-ylamin

301 12CFDimethoxy-5[}cholan-24-ylisocyanat

10-(5-Brom-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on

10-(5-Azido-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on

10-(5-Amino-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on

10-(4-Penten-1-yl)-acridin-9(10H)-on
10-[5-(4-Hydroxy-(Z)-2-buten-1-yloxy)-1-pentyl]-acridin-9(10H)-on
Hepta-O-acetyl-[}p-lactosylbromid
10-{5-[4-(Hepta-O-acetyl-[}p-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy]-1-pentyl}-acridin-9(10H)-on
(£)-4-(2-Propinyloxy)-2-buten-1-ol
(2)-4-(2-Propinyloxy)-2-buten-1-yl-hepta-O-acetyl-[}+p-lactosid
[1-(2-(5C+Cholestan-3[}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methanol
[1-(2-(5L+Cholestan-3L}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-benzol
{4-[1-(2-(5[-Cholestan-3[}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(£)-2-buten-1-yloxy}
-hepta-O-acetyl-[}p-lactosid

{4-[1-(30L 12[FDimethoxy-5[}+cholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-buten-1-
yloxy}-hepta-O-acetyl-[}p-lactosid
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59

60
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70
71
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74
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10-{5-[4-((4-(Hepta-O-acetyl-[}Fp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten- 1 -yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on

{4-[1-(2-(5[-Cholestan-3[}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(£)-2-buten-1-yloxy} -
[Fp-lactosid

{4-[1-(300 12[}-Dimethoxy-5C}cholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl ]-methoxy-(Z)-2-buten-1-
yloxy}-[Fp-lactosid

10-{5-[4-((4-("-p-Lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on

Allyl-hepta-O-acetyl-[}p-lactosid

10-(5-Allyloxy-1-pentyl)-acridin-9(10/H)-on
10-(N-Acryloyl-5-aminopentyl)-acridin-9(10H)-on
10-{5-[4-(Hepta-O-acetyl-L}p-lactosyloxy)-(E)-2-buten-1-yloxy]-1-pentyl } -acridin-9(10H)-on
1,4-Bis-[5-(acridin-9(10H)-on-10-yl)-1-pentyloxy)-(£)-2-buten
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(E)-4-(Hepta-O-acetyl-[Fp-1-lactosyl)-2-butensdauremethylester

10-{N-[4-(Hepta-O-acetyl-L}Fp-lactosyloxy)-(E)-1-oxo0-2-buten-1-yl]-5-amino-1-pentyl } -
acridin-9(10H)-on

Acrylsdurebenzylester

2-Cyclohexen-1-on

3-Azidopropionsdurebenzylester

3-Azidocyclohexanon
3-(4-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-cyclohexan-1-on
30,120-Dimethoxy-24-oxo-5+cholan
N-(30,12FDimethoxy-5CFcholan-24-yl)-7-aminonaphthalin-1,3-disulfonséure
N-(2-(5[FCholestan-3[}Fyl)-ethyl)-maleinsduremonoamid
N-(300,12[FDimethoxy-5CFcholan-24-yl)-maleinsduremonoamid
N-[5-(Acridin-9(10H)-on-10-yl)-1-pentyl]-maleinsduremonoamid
3-Hydroxy-5CFcholan-24-ol

3[Methoxy-5[Fcholan-24-o0l

3-Oxocholansduremethylester
3-Hydroxy-3-(2-propen-1-yl)-cholansduremethylester

3-Fluor-3-(2-propen-1-yl)-cholansduremethylester
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3-(2-Bromethyliden)-cholansduremethylester
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1. Einleitung

1.1 Vorwort

»Mit Zauberkugeln nach den Erregern
schiefen — diese von Paul Ehrlich
gepriagte Metapher stand zu Beginn des 20.
Jahrhunderts fiir das neuartige As NF2

therapeutische Konzept der gezielten

Behandlung von Infektionskrankheiten
Abb. 1: Salvarsan (links) und die von Paul Ehrlich

. . [1] .
durch chemische Verbindungen."” Mit der angenommene Strultur (rechts).

Einfihrung von Salvarsan, dem ersten

gezielt antimikrobiell wirkenden Medikament, durch Hoechst begann der Siegeszug der
Chemotherapeutika und zugleich die Entwicklung einer phdnomenologisch orientierten
Pharmaforschung. Trotz aller Erfolge sind jedoch autogene oder retroviral bedingte Erkrankungen
wie Parkinson oder AIDS durch auf zelluldrer Ebene wirkende Chemotherapeutika allenfalls
therapierbar — oft mit erheblichen unerwiinschten Nebenwirkungen. Ein tieferes Verstindnis der
Ursachen dieser Erkrankungen und damit der Zugang zu alternativen Therapieansitzen ist erst durch
den explosionsartigen Fortschritt in der Molekularbiologie und verwandter Disziplinen mdglich
geworden. Die gezielte Interaktion mit dem Erbgut bzw. bestimmten Proteinen erfordert die
Entwicklung hochspezifischer Wirkstoffe und Antagonisten — eine Aufgabe, die aufgrund der
groflen Vielzahl zu synthetisierender Substanzen, die fiir moderne Screeningverfahren bendtigt wird,

mit den Methoden der klassischen Chemie nicht zu bewéltigen ist.

1.2 Synthese und Aufarbeitung

Zur organischen Synthese gehort nicht nur die Reaktion selbst, sondern auch die Isolierung und
Reinigung sowie die Analytik der Produkte. Dementsprechend wird auch die Ausbeute einer
Reaktion von der Reaktionsfiihrung und der folgenden Aufarbeitung beeinflusst. Von einer
effizienten Synthese erwartet man folglich nicht nur eine hohe Selektivitdt, sondern auch eine
unkomplizierte und schnelle Aufarbeitung, die das Produkt in moglichst hoher Reinheit und

Ausbeute liefert. Wiahrend die Synthesemethoden in den letzten Jahrzehnten stark verbessert und
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weiterentwickelt wurden, hat sich die Aufarbeitung, wie sie routinemafig durchgefiihrt wird, kaum

verandert.

Vor allem in der pharmazeutischen Forschung st6f3t die konventionelle organische Synthese an ihre
Grenzen. Dank des groBen und stindig wachsenden Verstdndnisses von Molekularbiologie und
Gentechnologie vermag man heute mit einer Krankheit in Zusammenhang stehende Proteine zu
identifizieren, herzustellen und isoliert studieren. Anhand der Strukturen dieser Proteine lassen sich
mit Hilfe der Computerchemie Leitstrukturmotive ermitteln. Auf diesem Weg erhdlt man hunderte
oder sogar tausende von berechneten Strukturen. Uber effiziente in-vitro-Verfahren wie dem high-
throughput screening lassen sich Millionen dieser Verbindungen in kiirzester Zeit auf ihre
biologische Aktivitit hin untersuchen, vorausgesetzt, sie stehen in Substanz zur Verfiigung.”! Die
konventionelle organische Synthese, bei der einzelne Substanzen sequenziell synthetisiert werden,
kann den Bedarf einer groBen Anzahl von strukturell unterschiedlichen Substanzen nicht erfiillen,™
zumal traditionelle Aufarbeitungsmethoden wie Extraktion, Destillation oder Umkristallisation, aber
auch chromatographische Verfahren zu zeit-, arbeits- und damit kostenintensiv sind. Der Schliissel
zur Bewiltigung dieser Aufgabe liegt nicht nur darin, die Durchfiihrung der Reaktionen zu
parallelisieren, sondern auch zeitraubende und arbeitsintensive Aufarbeitungsschritte zu vermeiden.
Wihrend der Anfange der kombinatorischen Chemie lieferte die Festphasensynthese ein probates
Werkzeug, um die sich aus der Aufarbeitung ergebenden Herausforderungen zu bewdéltigen. Dies
filhrte nicht nur zu einer Vereinfachung und Beschleunigung, sondern erdffnete vor allem die
Moglichkeit der Automatisierung von Syntheseoperationen. Mittlerweile existieren eine ganze
Reihe von effizienten Methoden fiir eine technisch vereinfachte Aufarbeitung!, wie
Phasenseparationstechniken (fluorige Phasen, ionische Fliissigkeiten, tiberkritische Fliissigkeiten),
fluorige Festphasenextraktion (F-SPE) und festphasenunterstiitzte Reaktionen, um nur einige zu

nennen. Die folgenden Kapitel werden einen Teil dieser Methoden ndher behandeln.

1.3 Kombinatorische Chemie

Ziel der kombinatorischen Chemie ist es, moglichst schnell eine moglichst groe Zahl chemischer
Verbindungen mit breiter struktureller Vielfalt bereitzustellen. Erfolgreiche Methoden fiir
kombinatorische oder parallele Synthese vereinen daher effiziente Kupplungsreaktionen mit
einfachen Aufarbeitungsschritten. Im Idealfall befindet sich das Produkt einer Reaktion in einer
anderen Phase als der gesamte Rest der Reaktionsmischung™, so dass eine einfache

Phasenseparation das reine Produkt liefert. Die Vielfalt an traditionellen Reagenzien und
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Katalysatoren wird heute zunehmend um ihre wasserloslichen!®” oder an Polymere gebundenen

7,8,9]

Analoga”* erweitert. Fiir jede dieser Modifikationen gibt es eine Technik der Phasenseparation,

mit der sich die entsprechenden Chemikalien selektiv abtrennen lassen.

Parallelsynthese Mix-and-Split-Synthese
(A2 o
. T
l Aufteilen J o o
1A 1+A, |+A;
@A OA O A
WA
DA,
-4,
— T
DA, DA,
DA, DA
A oA
I8, I8,
®-~:-B;
@ ~.-5
J‘A1_B1

e

J_AS_B1 J‘As_Bz J‘A3_53
J‘Az_B1 J‘Az_Bz J‘A2_83
J‘A1_B1 J‘AFBz J‘A1_B3

Abb. 2: Vergleich von Parallelsynthese und Mix-and-Split-Verfahren.

Nach kombinatorischen Prinzipien hergestellte Substanzen liegen entweder einzeln
(Parallelsynthese) oder als definierte Gemische mit anderen Zielmolekiilen (,,Mix-and-Split“-
Synthese) vor. Zur Herstellung von Einzelsubstanzen wird die so genannte Parallelsynthese
verwendet. Hierbei werden verschiedene Substanzen mit derselben Synthesemethode jeweils in
einem eigenen Reaktionsgefdll umgesetzt (s. Abb. 2). Sollen z. B. drei Substanzen A, bis A; nach
demselben Verfahren mit drei verschiedenen Substanzen B, bis B; umgesetzt werden, werden die

Substanzen A, bis A; auf jeweils drei Reaktionsgefifle aufgeteilt und mit B, bis B; zur Reaktion
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gebracht. Fiir eine weitere Reaktion mit C; bis C; miissten die Produkte A,B,, wiederum auf jeweils
drei Reaktionsgefdfle (insgesamt also 27) aufgeteilt werden. Fiir eine effiziente Durchfiihrung ist
sowohl eine automatisierte Reaktionsfilhrung als auch eine automatisierte Aufarbeitung

unabdingbar.'®

Bei Anwendung des ,,Mix-and-Split“-Verfahrens erhédlt man im Gegensatz zur Parallelsynthese eine
definierte Mischung (s. Abb. 2).'"”) Zur Durchfiihrung werden beispielsweise drei Substanzen A, bis
A; an einen polymeren Triger gebunden, darauthin vermischt und gleichméBig auf drei
Reaktionsgefale verteilt. Die Mischungen werden mit jeweils einer der Substanzen B; bis B;
umgesetzt, wobei insgesamt neun Produkte entstehen. Zur weiteren Umsetzung dieser Produkte mit
C, bis C; werden diese wieder gemischt und erneut auf drei Reaktionsgefdf3e aufgeteilt. Mit nur drei

Schritten hat man eine Bibliothek von 27 Substanzen aufgebaut.

Die Verwendung der Festphasensynthese hat hier den Vorteil, dass an jedem Polymerkiigelchen
genau eine definierte Substanz gebunden ist (,,one bead — one compound*“!'). Die Abspaltung der
Produkte kann dann fiir jedes dieser Kiigelchen getrennt erfolgen, ebenso wie nachfolgende
pharmakologische Untersuchungen. Wird eine Substanz positiv getestet, kann die Identitédt dieser
Substanz iiber Standardverfahren (NMR, IR, usw.) bestimmt werden. Noch einfacher wird die
Identifizierung der aktiven Verbindung, wenn an den einzelnen Kiigelchen eine unabhingige
Markierung angebracht wird (tagging). Diese Markierung kann durch eine Vielzahl alternativer
Methoden erfolgen. Das Spektrum reicht von chemisch gebundenen Reportermolekiilen bis hin zu
Miniaturradiosendern in den einzelnen Polymerkiigelchen.">" Wurde das ,,Mix-and-Split‘-
Verfahren ohne Festphasenbeteiligung durchgefiihrt oder das gesamte Gemisch von der Festphase
abgespalten und getestet, muss nach einem positiven Screening eine so genannte Dekonvolution
durchgefiihrt werden."*'>') Hierbei werden Teile der positiv getesteten Mischung erneut
synthetisiert und auf ihre Aktivitdit hin getestet. Dieses Verfahren ist besonders bei groflen

Substanzbibliotheken und langen Synthesesequenzen sehr aufwendig und fehleranfillig.

1.4 Festphasensynthesen

1.4.1 Festphasensynthese nach Merrifield

Um die Probleme beim Aufbau von linearen Polypeptiden, insbesondere bei der Aufarbeitung der

einzelnen repetetiven Reaktionsschritte zu umgehen, entwickelte Merrifield in den 60er Jahren die
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Festphasensynthese (s. Abb. 3).I'""'® Reaktionen finden dann in einem Zweiphasensystem statt: eine
feste Phase (daher der Name) bestehend aus dem unldslichen Polymer, an das die erste Aminosédure
gebunden ist, und eine fliissige Phase mit darin geldsten Reaktanden. Nach der Reaktion wird das
Polymer von der Reaktionslosung abfiltriert und gewaschen und so von den Reaktanden getrennt.
Mit dem immer noch an das Polymer gebundenen Produkt kdnnen nun weitere Reaktionszyklen
durchgefiihrt werden. Am Ende der Synthesesequenz wird das Endprodukt vom Polymer
abgespalten. Die Vorteile dieser Methode liegen auf der Hand: Sie ist schnell und einfach
durchzufiihren. Besonders das Wegfallen der frither notwendigen Kristallisation oder

Chromatographie der Zwischenprodukte bedeutet eine gro3e Vereinfachung der Synthese.

R4

HO
\[H\NHCbz R,
al 0
NHCbz
NEts / ACOEt

o

1. HBr/ AcOH Rz
- o,
) Polystyrolnarz, 2% DVB 2.DCC/DMF / CbzHN~ “COOH

Ri O Ri O
o) o)
DOy ™ i @Oy
o R, HBr / AcOH o R,
Wiederholung
‘ NaOH \ir Sequenz
R4
HO NH
m*u i
(0] R,

Abb. 3: Synthese eines Dipeptids mit Hilfe der Festphasensynthese.

Inzwischen hat sich die Festphasensynthese nicht nur zur Herstellung von Polypeptiden, sondern
auch zur Herstellung von Oligonucleotiden und Oligosacchariden etabliert.!"” Das Prinzip ist dabei

immer dasselbe: Ein Substrat wird iiber einen selektiv spaltbaren Linker>?"

an ein Polymerharz
gebunden. Um den Abstand zwischen Matrix und Substrat zu vergroflern und so die sterische
Abschirmung der zu modifizierenden Funktionalitit zu minimieren, kann zusitzlich noch ein

Spacer zum Einsatz kommen (s. Abb. 4).
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), Spacer 7 Linker 7 Substrat

Abb. 4: Schematische Darstellung eines an die Festphase gebundenen Substrates
(hier N-Acetylglucosamin).

Eine ganze Reihe von Vorschriften fiir Synthesen in Losung wurden dariiber hinaus an die
besonderen Anforderungen der Festphasenreaktionen angepasst, so dass inzwischen auch fiir die
Herstellung von ,kleinen Molekiilen an der Festphase eine grole Anzahl von Reaktionen zur
Verfiigung steht.*

Die Bindung des Substrates an einen unloslichen Tréger bietet gegeniiber der Chemie in homogener
Phase eine Reihe entscheidender Vorteile:!' Reaktanden in der Volumenphase konnen in groBem
Uberschuss eingesetzt werden, woraus eine erhdhte Reaktionsgeschwindigkeit und bei
Gleichgewichtsreaktionen eine Verschiebung des Gleichgewichts hin zur Produktseite resultiert. Die
zugesetzten Reaktionspartner konnen durch Abfiltrieren und Waschen des polymeren Trigers leicht
entfernt werden. Zudem sind die gebundenen Substrate durch die Polymermatrix rdumlich von
einander getrennt, und die daraus resultierende Pseudoverdiinnung vermindert Neben-

[23,24

reaktionen.”** All dies ermdglicht eine wesentlich einfachere Automatisierung der einzelnen

Reaktionsschritte und vor allem deren Aufarbeitung, als dies bei der Chemie in Losung der Fall ist.

[25,26]

Neben diesen Vorteilen gibt es allerdings auch einige Aspekte, die sich nachteilig auswirken kénnen.
Zunichst ist die Wahl einer geeigneten polymeren Trigermatrix von groler Bedeutung. Diese muss
unter den Reaktionsbedingungen natiirlich chemisch inert sein. Das Polymer sollte auBerdem im
verwendeten Losungsmittel quellen, damit auch in den Poren gelegene Bindungsstellen fiir das
Reaktionsmedium zuginglich sind.”” Die Diffusion in und aus diesen Poren fiihrt dariiber hinaus zu
einer Beschrinkung der Reaktionsgeschwindigkeit.”! Eine weitaus groBere Bedeutung kommt der
Wahl eines geeigneten Linkers zu, der das Substrat mit der Matrix verbindet. Auch dieser Linker
muss unter den — bei Mehrstufensynthesen verschiedenen — Reaktionsbedingungen stabil, aber
gleichzeitig auch leicht und selektiv spaltbar sein, damit das Produkt wieder von der Festphase

getrennt werden kann. Ein Linker, der unter allen Reaktionsbedingungen einsetzbar ist, existiert
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naturgemal nicht, wodurch dessen Wahl die Auswahl an durchfiihrbaren Reaktion einschrinkt.
Inzwischen gibt es eine ganze Reihe von Linkern, die mit den unterschiedlichsten Bedingungen
gespalten werden.”” Neben den klassischen sdure- und basenlabilen Gruppen wie Tritylether bzw.
Benzoesiureester, die zum Teil aus der Schutzgruppenchemie kommen, gibt es z. B. auch Safety-
Catch-Linker, die vor der eigentlichen Spaltung aktiviert werden miissen, biokatalytische
Schutzgruppenoperationen® oder photolabile Linker. Eine besondere Bedeutung kommt den so
genannten tfraceless-Linkern zu, die nach der Abspaltung keine funktionelle Gruppe im
abgespaltenen Molekiil hinterlassen.”*"

Sollen Zwischenprodukte charakterisiert werden oder ist aufgrund unvollstindigen Umsatzes eine
weitere Reinigung notwendig, erweist sich die kovalente Verkniipfung mit der Festphase als
Nachteil. Fiir eine Trennung von ebenfalls polymergebundenen Nebenprodukten — sei es durch
Umkristallisation, Chromatographie, oder dhnliches — muss auf jeden Fall eine Abspaltung von der
Festphase und nach der Reinigung eine erneute Anbringung erfolgen. Diese zusitzlichen Reaktionen
gehen naturgemif mit Ausbeuteverlusten einher. Bei der Analytik der gebundenen Produkte bereitet
das unlésliche und im Uberschuss vorliegende Polymer Probleme, so dass herkémmliche Methoden
(NMR, IR, MS) nur schwer anwendbar sind. Mit speziellen Varianten"™” wie FT-IR"*!Y, FT-Raman-
Spektroskopie und *C-NMR am Festkorper (,,magic angle spinning* NMR) oder in der Gelphase!*?!
lasst sich zwar eine Charakterisierung durchfiihren, die Ergebnisse sind jedoch nur bedingt
zufriedenstellend. Hinzu kommt der mit diesen Techniken verbundene erhebliche apparative

Aufwand. AuBlerdem stehen die bendtigten Spezialgerdtschaften nicht iiberall zur Verfiigung.

1.4.2 Polymerunterstiitzte Synthese

Die Verwendung von Polymeren beschriankt sich nicht nur darauf, wie bei der klassischen
Festphasensynthese (s. Abb. 5, Methode 1), Substrate an einen polymeren Trager zu binden. Bei der
polymerunterstiitzten Synthese werden andere fiir die Reaktion bendtigte Reagenzien immobilisiert.
Diese Methodik nutzt bestimmte Vorteile der klassischen Festphasensynthese und vermeidet
zugleich ihre Nachteile. So konnen an das Polymer gebundene Reagenzien durch Filtration leicht
aus dem Reaktionsansatz entfernt werden und, besonders im Fall von Katalysatoren, fiir weitere
Reaktionen wiederverwendet werden. Da das Substrat und somit auch das Produkt in Ldsung
vorliegt, konnen weitere Aufarbeitungsschritte und die Analytik wie bei der Synthese in Losung

durchgefiihrt werden. Bei der festphasenunterstiitzten Synthese ist es aufgrund des hohen
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Massenanteils des Tragermaterials nicht moglich, die polymergebunden Reagenzien im (hohen)

Uberschuss einzusetzen. Ebenso findet keine Pseudoverdiinnung des Substrates statt.

Bei der polymerunterstiitzten Synthese lassen sich aufgrund der Art der eingesetzten Reagenzien
noch einmal zwei grundsitzliche Methoden unterscheiden. So werden auf der einen Seite an der
Reaktion direkt beteiligte Reagenzien und Katalysatoren eingesetzt (s. Abb. 5, Methode 2).***"]
Auf der anderen Seite kommen polymergebundene Abfangreagenzien, sogenannte Scavenger, zum
Einsatz, um im Uberschuss eingesetzte Reagenzien oder Nebenprodukte bequem aus dem
Reaktionsansatz zu entfernen (s. Abb. 5, Methode 3).°°7*® Eine ganze Reihe der hierfiir
erforderlichen polymergebundenen Reagenzien und Katalysatoren ist mittlerweile kommerziell

verfiigbar.

Methode 1: Synthese an der Festphase

B
A Linker FA —— | Linker ~FA-B —— A-B

Methode 2: Polymergebundene Reagenzien und Katalysatoren

R D

A B Cc

Methode 3: Polymergebundene Abfangreagenzien (Scavenger)

C (Uberschuss) J—D

A B+ C

B + (—D-C

Abb. 5: Anwendungen fiir polymergebundene Reagenzien.

1.5 Fluorphasen

Von den bereits beschriebenen Nachteilen der herkdmmlichen Festphasensynthese (SPOS, ,,Solid
Phase Organic Syntheses®) sind einige auf die kovalente Bindung der Substrate an die Festphase
zuriickzufithren. Entscheidend ist hierbei vor allem, dass sich die Charakterisierung von
Zwischenprodukten aufgrund des hohen Anteils an polymerer Matrix schwierig gestaltet und zudem
deren Aufreinigung nicht durchgefiihrt werden kann, ohne diese zuvor vom polymeren
Tragermaterial zu trennen. Eine alternative Strategie zur Phasenseparation, die ohne die Bindung an
eine unldsliche Festphase auskommt, wurde mafBgeblich von D. P. Curran et al. entwickelt."””

Hierbei wird die zu reinigende Substanz mit einer perfluorierten Markierung (engl. fag) versehen,

die eine Unterscheidung von den anderen in der Reaktionsmischung vorhandenen Substanzen
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erlaubt. Die perfluorierte Markierung kann entweder permanent angebracht sein oder lediglich
tempordr liber einen spaltbaren Linker. Der erste Fall wird hauptsdchlich fiir Reagenzien oder
Katalysatoren verwendet, der zweite Fall eignet sich auch fiir die zu modifizierenden Substrate. Da
fluorierte Losungsmittel wie z. B. FC-72 (C¢F4, Isomerengemisch) weder mit Wasser noch mit
organischen Losungsmitteln mischbar sind, lassen sich so genannte ,,fluorige* Verbindungen von
normalen organischen Molekiilen leicht mittels einfacher Aufarbeitungstechniken wie
fliissig/fliissig-Extraktion oder fest/fliissig-Extraktion trennen. Zusitzlich lassen sich fluorige
Verbindungen anhand ihres Fluorgehalts durch Chromatographie an fluorierten stationdren Phasen
trennen. Insgesamt werden heute fiinf verschiedene Verfahren eingesetzt, welche auf der
Verwendung der fluorigen Zwei- und Dreiphasenkatalyse, von fluorigen Reagenzien, fluorigen
Substraten (fluorige Synthese) sowie der fluorous mixture synthesis beruhen. Die einzelnen
Verfahren unterscheiden sich hauptsidchlich in Art und GroBe der fluorigen Markierung, den
Reaktionsbedingungen sowie der Aufarbeitungsmethode.*”! Dies soll im folgenden anhand zweier

gingiger Methoden der fluorigen Chemie nidher beschreiben werden.

Die Grundprinzipien der fluorigen Zweiphasensynthese wurde zuerst 1991 von M. Vogt!*!

beschrieben. I. T. Horvath und J. Rabai*” fiihrten 1994 die heutige Terminologie sowie eine Reihe
neuer Konzepte ein. Bei dieser Methode — und in dhnlicher Art und Weise auch bei der
Dreiphasenkatalyse — wird ein Katalysator mit perfluorierter Markierung eingesetzt. Um diesen
Katalysator, der in organischen Losungsmitteln nur schwer 16slich ist, in einer homogenen Losung
einsetzen zu konnen, macht man sich die thermoregulierbare Mischbarkeit von organischen mit
fluorierten Losungsmitteln zu Nutze. Die Reaktion wird in einem Gemisch aus einem organischen
und einem fluorhaltigen Losungsmittel durchgefiihrt. Wéahrend der Reaktion liegt bei erhdhter
Temperatur eine homogene Mischung vor, in der sowohl der Katalysator als auch die anderen
Reaktionspartner 16slich sind. Kiihlt die Mischung nach der Reaktion auf Raumtemperatur ab,
trennt sich die fluorige von der organischen Phase.[*”! Der eingesetzte Katalysator lisst sich so

vollstdndig vom Produkt abtrennen und wiedergewinnen.

Eine sehr junge Methode zur Trennung fluorierter und nicht fluorierter Verbindungen ist die fluorige
Festphasenextraktion (fluorous solid-phase extraction, F-SPE).[***! Diese zeichnet sich gegeniiber
der fliissig/fliissig-Extraktion mit fluorierten Losungsmitteln dadurch aus, dass mit fluorigem
Silicagel Verbindungen mit wesentlich geringerem Fluorgehalt, wie mit perfluorierten Hexyl- oder
Octylmarkierungen versehene Substanzen, selektiv abgetrennt werden konnen. Unter Umstdnden

lassen sich sogar Verbindungen mit unterschiedlichem Fluorgehalt trennen. Die praktische Trennung
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von bis zu 300 mg Rohprodukt erfolgt tiblicherweise durch Lésen in DMF und Aufbringen auf eine
mit —SiMe,(CH,),CsFy; derivatisierte 2-g-SPE-Kartusche. Die Aufreinigung erfolgt durch
Gradientenelution mit wissrigen Losungsmittelsystemen, wobei fluorierte Verbindungen zunichst

auf der Kartusche verbleiben. Diese konnen dann mit wasserfreien Losungsmitteln eluiert werden.

Die Verwendung von Fluorphasen und perfluorierten Markierungen besitzt gegeniiber der
Festphasenchemie einige Vorteile. Die Probleme bei der Aufreinigung und der Charakterisierung
von polymergebundenen Produkten existieren nicht bei Verbindungen mit perfluorierten
Markierungen. Dennoch lassen sich solche Verbindungen leicht von nicht-markierten trennen. Die
verwendeten perfluorierten Markierungen sind chemisch inert, so dass keine Einschrinkungen in
Bezug auf verwendete Losungsmittel oder Reaktionsbedingungen bestehen. Eine Einschriankung
ergibt sich lediglich durch die zur Bindung des Substrates eingesetzten spaltbaren Linker. Nachteilig
ist sicherlich der relativ hohe Preis der meisten fluorierten Verbindungen, da diese vor allem nicht
nur fiir die Markierung einzelner Reaktionspartner sondern auch als Losungsmittel und Belegung
fiir Kieselgel eingesetzt werden. Perfluorierte Substanzen sind auch 6kologisch nicht unbedenklich.
*I Die Entsorgung muss durch Hochtemperaturverbrennung mit Reinigung der Abluft erfolgen, da
eine biologische Abbaubarkeit aufgrund der &duBerst stabilen Kohlenstoff-Fluor-Bindung nicht
gegeben ist. Einige der industiell verwendeten fluorierten Chemikalien zéhlen aus diesem Grund zu
den PBT-Stoffen. Das heiflt, sie sind persistent (P), toxisch (T) und weisen eine hohe

Bioakkumulation (B) auf, wodurch sie fiir Mensch und Umwelt ein besonderes Risiko darstellen.

1.6 Reversible Festphasensynthese

Eine im Arbeitskreis von W.-D. Fessner et al.’***! entwickelte Methode umgeht die Probleme der
kovalenten Bindung an eine Festphase, indem das Substrat nicht direkt an einen polymeren Triger,
sondern an eine niedermolekulare, hydrophobe Markierung gebunden wird. Die Bindung an die
Festphase — in diesem Fall reversed-phase-Kieselgel — erfolgt dann {iiber hydrophobe
Wechselwirkungen der Markierung, dem sogenannten ,,Anker®, mit den Octadecylketten der Matrix

(s. Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Anbindung eines Substrates (hier N-Acetylglucosamin)
an RP-Kieselgel tiber einen hydrophoben Anker (hier Acridon).

Ob der Anker an die Festphase assoziiert, hingt von der Zusammensetzung der verwendeten
Fliissigphase ab. In einem polaren, protischen Losungsmittel wie Wasser findet eine starke
Wechselwirkung des Ankers mit dem RP-Kieselgel statt, wodurch das Substrat iiber den Anker an
die Festphase bindet. In diesem Zustand kann, dhnlich einem polymergebundenen Substrat, dieses
durch Filtration und Waschen von der umgebenden Losung und den darin gelosten Reagenzien
getrennt werden. In einem weniger polaren Losungsmittel wie Aceton, Methanol oder THF 16st sich
die Anker-Substrat-Einheit und kann vom RP-Kieselgel heruntergewaschen werden, was eine
Aufreinigung durch Umkristallisation oder chromatographische Verfahren ermdglicht. Zudem ist
dann auch eine einfache Charakterisierung des Produktes moglich. Bei kernresonanz-
spektroskopischen Analysen erhdlt man zwar immer noch die Signale des Ankers, diese liegen
jedoch im selben Intensitétsbereich wie die des gebundenen Substrates, und vereinfachen so die

Auswertung im Vergleich zu MAS-Methoden wesentlich.

NV B iy Uy '
Ok }A —— (D Tnker}A-B —— Li(DHTiker] + AB

N : M . Filtrieren Aufarbeitung, :
- + @ A ! ).& + @ A-B —— Analytik, etc. :

Abb. 7: Durchfiihrung einer reversiblen Festphasensynthese (schematische Darstellung).
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Bedingt durch die reversible Natur der Anbindung ergeben sich noch weitere Vorteile. So ist es
jederzeit moglich, eine Homogenreaktion in Losung durchzufiihren. Insbesondere Reaktionen, die
nicht in homogener Phase durchgefiihrt werden, wie z. B. Hydrierungen, eignen sich nicht fiir
Festphasenreaktionen. Die hierbei verwendeten unldslichen Reagenzien sind nur mit nicht zu
vertretendem Aufwand von der Tridgermatrix zu separieren. Solche Reaktionen konnen bei
reversibler Anbindung ohne Festphasenbeteiligung durchgefiihrt werden, ohne dass zusétzliche
Reaktionen fiir das Abspalten und Wiederanbringen an die Matrix notwendig werden. Ebenso ist
eine einfache Reaktionskontrolle mittels Diinnschichtchromatographie moglich. Dabei muss die

Anker-Substrat-Einheit zuvor normalerweise noch nicht einmal von der Festphase getrennt werden.

Gegeniiber den bei der herkdmmlichen Festphasensynthese verwendeten Harzen (z. B. Polystyrol,
PEG-PS) weist RP-Kieselgel eine hohere chemische und mechanische Stabilitit auf. Wéhrend die
Lebensdauer des Harzes die Anzahl der moglichen Reaktionsschritte beschriankt, spielt dieser
Aspekt bei der Verwendung von RP-Kieselgel nur eine untergeordnete Rolle. Untersuchungen zur
Recyclingfahigkeit der Festphase zeigten, dass iiber mindestens zehn Reaktionszyklen keine
messbare Verschlechterung auftritt.[*¥! Sollte dennoch eine Degeneration beobachtet werden, kann

die Matrix einfach ausgetauscht werden.

Wie bereits erwihnt wurde, ist bei der Festphasensynthese nach Merrifield die Quelleigenschaft des
verwendeten Harzes in verschiedenen Losungsmitteln zu beriicksichtigen. Wird beispielsweise beim
Anbringen des Substrates ein Losungsmittel verwendet, in dem das Harz sehr gut quillt, werden
Substratmolekiile, bedingt durch die hohe Permeabilitdt und hohe Porengroflie des gequollenen
Harzes, auch in den Poren gebunden. Beim Ubergang zu einem Losungsmittel, in dem das Harz
schlechtere Quelleigenschaften aufweist, sind diese Molekiile dann nicht mehr erreichbar, was den
Umsatz und erzielbare Ausbeute verringert. RP-Kieselgel zeigt demgegeniiber kaum Quellverhalten,
so dass die Porengrofe praktisch unabhingig vom Ldsungsmittel ist. Je nach verwendetem Material
sind die Poren auBlerdem so klein, dass Reaktionen ausschlief3lich an der Oberfliche der Matrix
stattfinden und daher keine Diffusionshemmung auftritt. AuBerdem sind die Substrate nicht
kovalent mit der Kieselgeloberfliche verbunden und sollten dementsprechend eine gewisse
dynamische Mobilitdt aufweisen. Einschrankungen bei der Losungsmittelwahl sind dennoch
gegeben. Reaktionen konnen zwar aufgrund der reversiblen Anbindung jederzeit ohne Festphase in
jedem beliebigen Losungsmittel durchgefiihrt werden, die Vorteile der Festphasensynthese — also
einfaches Entfernen von Reagenzien durch Abfiltrieren des an die Festphase gebundenen Produktes

— kommen jedoch nur in Wasser oder stark wasserhaltigen Losungsmittelgemischen zum Tragen. In
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organischen Losungsmitteln ist eine Bindung an die Festphase nicht in ausreichendem Malle

gegeben.

Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist das variable Verhiltnis von Substrat zu Festphase (RP-
Kieselgel). Wihrend bei der herkdmmlichen Festphasensynthese die mogliche Belegung durch das
Vorhandensein bzw. die Menge an entsprechenden funktionellen Gruppen begrenzt ist, kann das
Verhiltnis von RP-Kieselgel zu Anker/Substrat im Prinzip frei gewéhlt werden. Die maximale
Belegung eines Harzes reicht von 0.3 bis 1.5 mmol/g in Abhéngigkeit vom verwendetem polymeren
Tréager. Bei bisher publizierten reversiblen Festphasensynthesen wurden bis zu 2 mmol Substrat auf
1 g RP-Kieselgel aufgebracht.® Bei noch stirkerer Reduktion des Anteils an RP-Kieselgel ist zu

beachten, dass der positive Einfluss der Pseudoverdiinnung wegfillt.

Eine reversible Anbindung iiber hydrophobe Wechselwirkungen basiert auf dem Verteilungs-
gleichgewicht einer Substanz (Anker-Substrat-Einheit) zwischen einer unpolaren (festen) und einer
polaren, protischen (fliissigen) Phase. Auf die Lage dieses Gleichgewichtes haben nicht nur das
Losungsmittel und die Grofe und geometrische Struktur des unpolaren Ankers Einfluss, sondern
auch die Polaritdt des gebundenen Substrates. Letztere dndert sich naturgemidfl im Verlauf der

Synthesesequenz und ist bei der Wahl eines geeigneten Ankers zu beachten.
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2. Zielsetzung

Die reversible Festphasensynthese macht sich hydrophobe Wechselwirkungen zwischen einem
unpolaren Molekiil — Anker genannt — und lipophile stationére Phase wie RP-Kieselgel zunutze, um
ein an dieses Molekiil gebundenes Substrat ohne Zuhilfenahme kovalenter oder ionischer
Bindungen zu immobilisieren. Die Giite dieser Immobilisierung hdngt von einer Reihe von Faktoren
ab, unter anderem von der Gréf3e und Polaritit des Ankers, vom Lésungsmittel und vom Substrat.
Der Verteilungskoeffizient der Anker-Substrat-Einheit zwischen fliissiger und fester Phase
verschiebt sich also mit zunehmender Polaritét des Substrates zugunsten der fliissigen Phase. Um
auch bei groflen, polaren Molekiilen wie z. B. Oligosacchariden eine exklusive Anbindung an die
Matrix zu gewihrleisten, und damit die Konzentration im Losungsmittel und die Verluste bei
Waschvorgingen niedrig zu halten, wird ein moglichst groBer, weitgehend unfunktionalisierter

Anker bendtigt.

Bisherige, mittels reversibler Festphasensynthese durchgefiihrte Reaktionen

0
verwendeten als Anker Acridon (1)***!  das wegen seiner hohen

Fluoreszenzausbeute bei gleichzeitiger, hoher chemischer Stabilitét O O
ausgewdhlt wurde. Es zeigte fiir kleine, wenig polare Molekiile eine H
hinreichend gute Bindung zur Festphase, bei der Umsetzung von 1
Disacchariden konnten allerdings schon quantifizierbare Mengen im Abb. 8: Acridon (1)
Waschwasser nachgewiesen werden. An den Anker gebundene Trisaccharide

befanden sich bereits zu einem nicht unerheblichen Teil in der fliissigen Phase, was die isolierbare
Ausbeute mindert. Als Anker mit hoherer Affinitdt zu RP-Kieselgel kommen also nur groere und
weniger funktionalisierte Verbindungen als Acridon in Frage. Dariiber hinaus sollten noch einige
okologische und 6konomische Bedingungen Beachtung finden. So sind in jedem Fall ungiftige
Verbindungen zu bevorzugen. Da trotz der geplanten Wiederverwendbarkeit des Ankers ein Verlust
unumginglich ist, spielt auch der Preis fiir eine kosteneffiziente Synthesestrategie eine Rolle.
Aufgrund dieser Uberlegungen schieden z. B. polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe
(PAKSs) aufgrund ihrer Giftigkeit und eine ganze Reihe von Naturstoffen (Terpene) aufgrund ihres

hohen Preises aus.
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Das ubiquitdire Sterin Cholesterol (2) und die
strukturverwandte ~ Gruppe  der  Gallensiuren,
Cholsédure 3), Desoxycholsdure (4) und

Lithocholsdure (5), bieten sich aus oben genannten

Griinden als Ausgangssubstanzen fiir die Entwicklung HO X

von Ankermolekiilen an. Die bekannte Affinitit von
Abb. 9: Cholesterol (2)
Cholesterol zu Lipiddoppelschichten” und die Rolle
der Gallensiuren als Losungsvermittler® zwischen lipophilen Verbindungen und dem
korpereigenen Losungsmittel Wasser préadestinieren diese als Anker bei der reversiblen

Festphasensynthese.

=
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Linkerfunktionen lassen sich an die

OH Alkoholfunktion des Cholesterols {iber

-|Im

einen zusdtzlichen Spacer anbinden. Bei

3R =R =OH den Cholsiuren kann die Carbonsi
HO' g 4 R'=OH, R =H en olsduren kann die Carbonsdure-

5:R'=R?2=H gruppe direkt als Linker fungieren. Da sie
Abb. 10: Die Gallensduren Cholsdure (3), Desoxy- sich am Ende einer flexiblen

cholsdure (4) und Lithocholsdure (5). Kohlenstoffkette befindet, ist die

Einfiihrung eines Spacers hier nicht
notwendig. Die zusdtzlichen Hydroxylgruppen der Gallensduren kénnen entweder hydrophob
maskiert oder zum Anbringen von verschiedenen Markierungen, z. B. Fluorenszenzfarbstoffen oder

Radiomarkierungen, genutzt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die oben genannten Steroide fiir ihre Anwendung als hydrophobe Anker in
Festphasensynthesen mit reversibler Verankerung zu modifizieren, das heiflt mit Linkern zum
Anbinden von Substraten zu versehen und zusétzliche, nicht benétigte Funktionalititen zu entfernen
oder zumindest zu maskieren. Um die Anbindung verschiedener Substrate zu ermoglichen, sollten
verschiedene Linkerfunktionalitidten synthetisiert werden. Von besonderem Interesse waren hierbei
funktionelle Gruppen, die die Immobilisierung von Zuckerstrukturen erlauben. Die Synthese der
Linker-Einheiten sollte nach dem ,,Baukastenprinzip“ erfolgen, so dass aus einer Ankervorstufe
moglichst viele verschiedene Linkerfunktionalititen zur Anbindung von Substraten synthetisiert
werden konnen. Um kostengiinstig auch groflere Mengen an Ankermaterial herstellen zu konnen,
waren alle Synthesen hinsichtlich des Preises, der Stochiometrie der verwendeten Edukte und einer

einfachen Aufarbeitung zu optimieren. Anschlieend sollte die Bindungsstdrke der neuen Anker zur
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Festphase in Abhingigkeit vom Losungsmittel und dem gebundenen Substrat bestimmt und mit der
etablierten acridonbasierten Methodik verglichen werden. Hierzu war die Entwicklung einer

quantifizierenden Analytik notwendig.
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3. Allgemeiner Teil

3.1 Cholesterol

3.1.1 Struktur des Cholesterols

Cholesterol™ (5-Cholesten-3B-ol) findet sich in allen Teilen tierischer K&rper, primér jedoch in
Gehirn und Riickenmark. Obwohl es selbst keine nennenswerten physiologischen Eigenschaften
besitzt, ist es das wichtigste Steroid der Wirbeltiere, da es als Ausgangsstoff fiir die Biosynthese
aller anderen Steroide dient. 1775 wurde es von J. J. Conradi aus menschlicher Galle isoliert und ist
damit das am lidngsten bekannte Steroid. Den Namen Cholesterin bekam es 1815 von M. E.
Chevreul aufgrund seines Vorkommens in Gallensteinen (griech. chole = Galle, stereos = fest).
Heute wird es hauptsédchlich aus Schafswolle bzw. Lanolin (Wollwachs) gewonnen. Die aktuelle
Forschung beschéftigt sich vor allem mit dem Cholesterin-Stoffwechsel, da dessen Stérung im

hoheren Alter zu Ablagerungen an den Arterienwinden und damit zu Arteriosklerose fiihrt.

Gegeniiber vergleichbar unpolaren Molekiilen wie Fettsduren oder -alkoholen besitzt Cholesterol
eine groflere hydrophobe Oberfliche. Letztere ist zudem nicht vom Losungsmittel abhingig, da eine
Kniuelbildung, wie sie bei linearen Alkanen in lipophoben Losungsmitteln auftritt, aufgrund der
starren Struktur der anellierten Ringsysteme nicht mdglich ist. Bei einer Synthese des
Ankermaterials in Multigrammmengen sollte zudem die generell gute Kristallisierbarkeit von
Steroiden die Aufarbeitung vereinfachen. Strukturverwandte kommerzielle Verbindungen wie die
Sterole Ergosterol, Stigmasterol und [}Sitosterol besitzen zwar analoge Eigenschaften, jedoch einen

wesentlich hoheren Preis.

Zur Anbindung von Substraten lassen sich die funktionellen Gruppen des Cholesterols — die
dquatoriale OH-Gruppe an C-3 und die Doppelbindung im B-Ring (s. Abb. 11) — nur eingeschréankt
verwenden. Dies ist zum einen darauf zuriickzufiihren, dass sie sich direkt am Grundgeriist des
Cholesterols befinden und damit sterisch gehindert sind, und zum anderen, dass eine Umwandlung

in andere funktionelle Gruppen nur bedingt moglich ist.
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HO

Abb. 11: Struktur und Untergliederung des 5-
Cholesten-3[1ols (Cholesterol, 2).

Der zu verwendende Linker muss also iiber einen Spacer an eine der beiden funktionellen Gruppen
des Cholesterols, das dann ausschlieBlich als Anker fungiert, gebunden werden. Um
Nebenreaktionen bei Synthesen an der Festphase auszuschlieBen und eine optimale Stabilitdt des
Ankers zu gewihrleisten, sollte die andere funktionelle Gruppe entfernt oder zumindest dauerhaft

geschiitzt werden.

3.1.2 Synthesestrategie

Fir die OH-Gruppe sind eine ganze Reihe von Reaktionen denkbar, iiber die sich ein Spacer
anbinden ldsst, ohne dass dabei das Cholesterolgeriist verandert wird (s. Schema 1). Demgegeniiber
filhren Reaktionen an der Doppelbindung meist zur Einfithrung von zwei funktionellen Gruppen,
wobei der Spacer dann an oder neben einem quartiren Kohlenstoffatom angebunden wiirde.
Aufgrund der hohen sterischen Hinderung wére dann ein langer Spacer erforderlich. Durch Spaltung
des B-Rings lieBen sich zwar sterische Probleme vermeiden, jedoch ginge die rigide Struktur des
Ringsystems verloren. Zudem lédsst sich die Doppelbindung im Gegensatz zur Alkoholfunktion

einfach durch katalytische Hydrierung entfernen.

Von den in Schema 1 dargestellten, moglichen Syntheserouten erschien der Sx-Weg (O am
wenigsten erfolgversprechend. Bei dieser Route besteht nicht nur die Gefahr, widhrend der
Transformation ein Epimerengemisch zu erhalten, sondern auch die Mboglichkeit durch
Eliminierung zusitzlich zwei isomere ungesittigte Verbindungen zu generieren. Durch die
Verwendung von N- oder S- statt O-Nucleophilen liele sich die Eliminierung zwar unterdriicken,

die Produkte sind jedoch chemisch weniger inert als die bei der Reaktion mit Alkoholen
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entstechenden Ether: Thioether kdnnen beispielsweise leicht zu Sulfoxiden oxidiert werden, und
sekundire Amine gehen unter anderem unterschiedliche nucleophile Reaktionen wie Substitutionen
oder Iminbildung ein. Insgesamt bietet diese Vorgehensweise gegeniiber der Alkylierung des
Cholesterols mit einem Alkylhalogenid (Route @) keine Vorteile, zumal durch entsprechende
Alkylierung der Spacer in nur einem Reaktionsschritt eingefiihrt werden kann. Zu beachten ist
hierbei allerdings, dass es sich bei Cholesterol um einen sekundédren Alkohol handelt, und die daraus
resultierende sterische Hinderung eventuell nach hoheren Reaktionstemperaturen verlangt. Das
eingesetzte Alkylierungsmittel sollte natiirlich bifunktional sein, um eine Verwendung als Linker

bzw. die Einfiihrung eines Linkers zu ermdglichen.

»
2,
”,

T a. .

RX

by Y
AG v A o 7

Knoevenagel- /

R-XH Wittig-Reaktion
joskine )
+
Rex s s R 7/
R2
X:O,NH, S

Schema 1: Mogliche Syntheserouten zur Einfiihrung eines Spacers iiber die Hydroxylfunktion.

Uber C-C-verkniipfende Reaktionen wie z. B. Knoevenagel- oder Wittig-Reaktion (Route () lisst
sich nach der Oxidation des Cholesterols ein C,-Spacer einfiihren, der aufgrund der C-C-
Verkniipfung eine sehr stabile Bindung zum Cholesterol aufweist. Als Nachteil ist hierbei die relativ

lange und aufwendige Synthesesequenz zu sehen — inklusive Hydrierung der Doppelbindung sind es
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drei Stufen. Bei der Hydrierung besteht zudem die Moglichkeit, dass sich wie bei Route D ein

Epimerengemisch bildet.

3.1.3 Hydrierung

Aufgrund dieser zuvor erliuterten Uberlegungen wurden zunichst Versuche zur Alkylierung von

S50-Cholestan-3[}ol (6) durchgefiihrt. Das 5[}+Cholestan-3[}ol (6) wurde aus Cholesterol (2) iiber
katalytische Hydrierung erhalten.

Nach E. J. Corey et. al® wurde Cholesterol (2) in Gegenwart von Perchlorsiure diastereoselektiv

zu 5[+Cholestan-3[}ol (6) hydriert.

Ho, Pd/C
THF/H20

24 h, RT, 20 bar

HO
100 %
2 6

Schema 2: Hydrierung von Cholesterol (2).

Coreys Publikation enthélt jedoch nur vage Angaben zu Temperatur und Druck (,,low pressure
apparatus*), so dass die Hydrierung zunichst bei Raumtemperatur und 20 bar durchgefiihrt wurde.
Erwartungsgemill wurde Cholesterol (2) unter diesen Bedingungen vollstindig in die gesittigte
Verbindung 6 iiberfiihrt. Die Perchlorsdure lieB sich nach der Reaktion durch Zugabe von Wasser,
Entfernen des THFs im Vakuum und anschlieBendes Abfiltrieren und Waschen des ausgefallenen
Produktes leicht entfernen. Die in der Literatur beschriebene Umkristallisation des Produktes war
nicht notwendig. Vielmehr zeigte sich, dass es wichtig ist, auf eine vollstindige Umsetzung des
Eduktes zu achten, da sich dieses aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit nicht vom Produkt trennen
lasst. Obwohl die R~Werte von Cholesterol (2) und 5-Cholestan-3[}ol (6) identisch sind, lieB sich
der Verlauf der Reaktion leicht mittels DC verfolgen, da bei Anwesenheit von Cholesterol (2)

Fluoreszenzl6schung zu beobachten ist.

Da die technischen Voraussetzungen fiir Hochdruckchemie nicht iiberall gegeben sind und diese vor

allem bei der Synthese groBer Mengen sehr aufwendig ist, wurden Versuche zur Hydrierung bei
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Normaldruck unternommen. Es wurden die Katalysatormenge, der Katalysator und die

Reaktionsdauer variiert. Die verschiedenen Bedingungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Hydrierung von Cholesterol

Katalysator Reaktionsdauer Katalysatormenge | Umsatz
Palladium/Kohle (10 %) 24 h (bei 20 bar) 2 % (w/w) 100 %
Palladium/Kohle (10 %) 24 h 10 % (w/w) <90 %
24 h 20 % (w/w) <90 %
48 h 20 % (w/w) <90 %
72 h 20 % (w/w) <90 %
Platinoxid (PtO,) 24 h 2 % (w/w) <90 %
24 h 5% (w/w) <90 %
48 h 5% (W/w) <90 %
108 h 5% (W/w) <90 %

Wihrend bei einem Druck von 20 bar unter Verwendung von 2 % (w/w) Palladium/Kohle (10 %)
nach 24 h sowohl im DC als auch im NMR kein Edukt 2 mehr zu erkennen war, wurde bei

Normaldruck nie vollstdndiger Umsatz erreicht.

3.1.4 Alkylierung der Alkoholgruppe

Um eine sterisch gut zugingliche Stelle zur Anbindung von Substraten zu schaffen und so den
Einsatz einer groflen Bandbreite an Linkern zu ermdglichen, war zunéchst die Einflihrung eines
Spacers notwendig. Am einfachsten erschien hier die Alkylierung der OH-Gruppe an C-3. Spacer
mit einer Kettenldnge von zwei und drei Kohlenstoffatomen sind nicht fiir alle Endgruppen stabil,
da zum Beispiel Glykolether zur Eliminierung von Vinylalkohol und Propanséure-Derivate zur
Eliminierung von Acrylsdure neigen. Aus diesem Grund wurde ein C4-Korper durch Alkylierung mit
1,4-Dibrombutan zum 3[}+(4-Brom-1-butyloxy)-5}cholestan (7) eingefiihrt, analog zur Synthese
des Acridonankers von A. Porzelle®. Liangere Spacer bieten keine Vorteile, erschweren jedoch

aufgrund ihres hoheren Siedepunktes eine Abtrennung nach der Reaktion.
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BI'\/\/\Br
NaH, THF

i
24 h, Rickfluss

Br\/\/\o
6 7

HO

Schema 3: Umsetzung von Cholestanol (6) mit Dibrombutan in THF.

Die Alkylierung wurde in THF unter Riickfluss mit einem fiinffachen Uberschuss an 1,4-
Dibrombutan und NaH als Base durchgefiihrt.’ Alternativ fand die Umsetzung auch unter
Phasentransferbedingungen (THF, 50 prozentige NaOH-Lsg.) statt.”” In beiden Fillen war
diinnschichtchromatigraphisch kein Umsatz zu beobachten, was auf die hohe sterische Hinderung
der OH-Funktion zuriickzufiihren ist. Als weiterer Grund ist die geringere Nucleophilie des

Sauerstoffs gegeniiber dem Stickstoff des Acridons zu sehen.

Um die Reaktionstemperatur erhdhen zu konnen, war ein Wechsel des Reaktionsmediums
notwendig. Aufgrund der relativ guten Loslichkeit des Cholestanol-Alkoholates fiel die Wahl

zunichst auf DMF. Nach einigen Stunden unter Riickfluss konnte zwar Umsatz beobachtet werden,

als einziges Produkt wurde jedoch Ameisensédure-(5[+cholestan-3[}yl)-ester (8) isoliert.

Br\/\/\Br
NaH, DMF

R

12 h, Rickfluss

HO

6
Schema 4: Nebenreaktion bei der Alkylierung in DMF.

Um eine konkurrierende Acylierung durch das Reaktionsmedium auszuschliefen, wurden weitere
Versuche in Toluol und Xylol durchgefiihrt, da sie zwar einen dhnlichen Siedepunkt wie DMF
aufweisen, unter den Reaktionsbedingungen jedoch chemisch inert sind. Hier gelang unter analogen

Bedingungen die Umsetzung zum Produkt 7.

Die Trennung des Ethers 7 von dem im Uberschuss eingesetzten Dibrombutan erforderte jedoch

einen sehr groBen Aufwand und fiithrte zu erheblichen Ausbeuteverlusten. Bedingt durch den hohen
Siedepunkt von Dibrombutan war eine Entfernung im Vakuum nur schwer moglich, zumal 3[+(4-

Brom-1-butyloxy)-5[Fcholestan (7) gut in Dibrombutan 16slich ist, und letzteres aus dem
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verbleibenden 6ligen Riickstand so gut wie nicht verdampft. Beide Substanzen weisen au3erdem ein
dhnliches Retentionsverhalten auf, so dass auch durch eine chromatographische Aufreinigung
lediglich ein Teil des Dibrombutans entfernt werden konnte. Durch Kombination beider Methoden
konnte jedoch genug Dibrombutan entfernt werden, um die Kristallisation eines Teils des Produktes
zu erreichen. Auf diese Weise wurde 7 in einer Ausbeute von 36 % isoliert. Fiir die Herstellung von
Mengen im Multigrammmal@stab ist die Aufarbeitung jedoch zu aufwendig und die Ausbeute zu

niedrig.

Br\/\/\Br
NaH, Toluol

R

16 h, Rickfluss

36 %
6 7

Schema 5: Alyklierung mit Dibrombutan in Toluol.

Um die Notwendigkeit eines hohen Uberschusses an Alkylierungsmittel zu umgehen, musste ein
Alkylierungsmittel gewéhlt werden, das zwar bifunktional ist, jedoch nur mit einer der beiden
Funktionen mit dem Cholestanol (6) reagiert, so dass das Reagenz in dquimolaren Verhéltnissen
eingesetzt werden kann. Zur besseren Abtrennung nach der Reaktion wére ein groferer
Polarititsunterschied zum Produkt 7, als dies bei 1,4-Dibrombutan der Fall ist, oder ein niedrigerer

Siedepunkt wiinschenswert. Prinzipiell kommen dafiir terminale Alkylbromide wie

- 5-Brom-1-penten, BN
Br

- 1-Brom-4-butanol, TNN0H
B COOEt

~ 4-Brombutaniureethylester oder e
Br~_~_~CN

— 4-Brombutansdurenitril

Abb. 12: Alternative

in Frage. 5-Brom-1-penten ist aus chemischer Sicht sicherlich die Alkylierungsmittel.
beste Alternative, da die Doppelbindung an der Alkylierungs-
reaktion nicht teilnimmt, aber leicht in andere funktionelle Gruppen umgewandelt werden kann (z.
B. durch Ozonolyse). Dem gegeniiber steht der hohe Preis von 5-Brom-I-penten und dessen
hoheren oder niederen Homologen (etwa 13 €/g), so dass es vor allem fiir Reaktionen in groflem

MafBstab ungeeignet erscheint. 1-Brom-4-butanol ist &dhnlich teuer wie 5-Brom-1-penten (etwa 10

€/g), auBerdem sind bei dessen Verwendung Schutzgruppenoperationen notwendig, die den
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Syntheseaufwand zusétzlich erhohen. 4-Brombutansiureethylester und 4-Brombutansédurenitril sind
ebenfalls kommerziell erhiltlich und deutlich giinstiger als 1-Brom-4-butanol und 5-Brom-1-penten.
Dementsprechend kamen sie als Alternativen zu Dibrombutan zum Einsatz. Beim 4-
Brombuttersdureethylester ist zwar die Umesterung als mogliche Nebenreaktion denkbar, allerdings

wurde der Ester schon erfolgreich zur Alkylierung von Acridon eingesetzt™!

. Analog zur
Alkylierung mit Dibrombutan wurden die Reaktionen in Toluol unter Riickfluss mit NaH als Base
durchgefiihrt. Das DC =zeigte in beiden Féllen ein komplexes Produktgemisch, das auch

chromatographisch nicht getrennt werden konnte.

Br~_~_COOEt
NaH, Toluol

Jl
16 h, RUckquss”

Etooc” > o

HO Br~_~_CN

NaH, Toluol y

I
16 h, Ruckfluss

NC/\/\O

10

Schema 6. Alkylierung von Cholestanol (6) mit 4-Brombuttersdureethylester und 4-Brombutter-
sdurenitril.

Um eine Hydrolyse des Esters bzw. des Nitrils als mdgliche Nebenreaktion auszuschlieBen, wurden
weitere Reaktionsbedingungen untersucht. Hierzu wurde Cholestanol (6) mit allen drei
Alkylierungsmitteln in DMF unter verschiedenen Reaktionsbedingungen und mit unterschiedlichen
Mediatoren umgesetzt. Die Verwendung von K,CO;" brachte keinerlei Verbesserung, auch hier
entstand ein komplexes Produktgemisch. Da auch bei diesem Vorgang die zu alkylierende OH-
Gruppe durch die Base aktiviert wird, ist eine Reaktion mit dem Ester bzw. mit dem Nitril des
Alkylierungsmittels denkbar. Zudem kann die schon zuvor beobachtete Formylierung der OH-
Gruppe auftreten. Im Gegensatz zu NaH und K,CO; aktiviert Ag,0O"" das Elektrophil durch
Abspaltung des Bromids, wodurch sich die Nebenreaktionen unter Umstédnden unterdriicken lassen.

Diinnschichtchromatographisch war jedoch keinerlei Reaktion zu beobachten.

Die verschiedenen Bedingungen unter denen die Alkylierung durchgefiihrt wurde, sind in Tabelle 2

noch einmal zusammengefasst.
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Tabelle 2: 3-Alkylierung von Cholestanol

Alkylierungreagenz Base Losungsmittel | Produkt
Dibrombutan NaH THF k. R.
50 % NaOH THF k. R.
NaH DMF Formylierung zu 8
NaH Toluol gewlinschtes Produkt 7
Ag,0 DMF k. R.
4-Brombuttersidureethylester NaH Toluol komplexes Gemisch
K,CO; DMF komplexes Gemisch
Ag,0 DMF k. R.
4-Brombuttersdurenitril NaH Toluol komplexes Gemisch
K,CO; DMF komplexes Gemisch
Ag,0 DMF k. R.

Um die Reaktivitdt beziiglich Alkylierungen weiter zu untersuchen, wurden Experimente mit

Allylbromid als Alkylierungsreagenz durchgefithrt. Durch den Einsatz eines aktivierten
Alkylierungsmittels sollten sich hohere Umsitze bei milderen Reaktionsbedingungen erzielen
lassen. Tatsdchlich konnte in THF unter Riickfluss und mit NaH als Base das gewiinschte 3[}

Allyloxy-5Ckcholestan (11) bei vollstaindigem Umsatz in einer Ausbeute von 62 % isoliert werden.

/\/BI’
NaH, THF

36 h, Riickfluss
\/\
62 % 0
6 11

Schema 7: Allylierung von Cholestanol (6).

Aufgrund der Fliichtigkeit des Allylbromids wurde dieses im Laufe der Reaktion mehrmals
zudosiert. Ein vollstdndiger Umsatz konnte dennoch nicht erreicht werden. Der Umsatz sowie die
Reaktionszeit lassen sich noch weiter optimieren, z. B. indem man die Reaktion unter Druck in
einem Autoklaven durchfiihrt und so das Verdampfen des Allylbromids verhindert oder zumindest

einschrankt.

Fir die Verwendung als Anker in Festphasensynthesen sind der Allylether 11 und dessen

Folgeprodukte nur bedingt geeignet. Der Allylether selbst besitzt keine funktionelle Gruppe, die
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sinnvoll direkt als Linker einsetzbar ist. Eine Umwandlung zu geeigneten Verbindungen ist aber gut
durchfiihrbar (s. Schema 8). Durch Hydroborierung und anschlieBende Oxidation lésst sich etwa 3 [}
(3-Hydroxy-1-propyloxy)-5Fcholestan (12) synthetisieren, wobei der Cs;-Korper des Allylbromids
erhalten bleibt. Bei Hydroborierung mit BH; konnte allerdings auch das Regioisomere entstehen, so
dass unter Umstdanden auf teurere, sterisch gehinderte Borhydride wie 9-BBN zuriickgegriffen
werden miisste. Eine andere Moglichkeit zur Einfiihrung sauerstoffhaltiger funktioneller Gruppen
ist die oxidative Spaltung der Doppelbindung mit Ozon, wobei man Verbindungen wie die 5[F

Cholestan-6[}yloxy-essigsdure (13) erhilt.

BH3, Hf% 1 wihese

B B
HO™ ™ ~/ N MeO .
’ ° HOE/\OI@E’ l(\/\o

12 14

13

Schema 8: Denkbare Folgechemie des Allylethers 11.

Wie bereits erwéhnt, weisen sowohl der C,- als auch der C;-Spacer den Nachteil auf, dass sie nicht
fiir alle Endgruppen stabil sind. Oxidiert man beispielsweise den Alkohol 12 zur entsprechenden
Carbonséure, neigt diese zur Eliminierung von Acrylsdure. Ebenso kann der Glykolether, der aus
dem Essigsidurederivat 13 durch Reduktion erhalten wird, Vinylalkohol bzw. Acetaldehyd
eliminieren. Wesentlich besser zur Synthese eines universell einsetzbaren Spacers geeignet erscheint
eine Alkenmetathese z. B. mit Acrylsduremethylester zu 4-(5[}>Cholestan-3[}+yloxy)-2-butensdure-
methylester (14). Hierfiir miissen jedoch hochpreisige Metathese-Katalysatoren eingesetzt werden,
was der Forderung nach einer kostengiinstigen Synthese widerspricht. Aufgrund dieser

Uberlegungen wurde die Folgechemie des Allylethers 11 nicht weiter verfolgt.
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3.1.5 Oxidation

Als Alternative zur Alkylierung der OH-Gruppe wurden C-C-Verkniipfungsreaktionen mit 5[k
Cholestan-3-on (15) untersucht. Besonders geeignet erschienen hier Knoevenagel-Reaktionen mit
Malonsdurederivaten und Wittig- oder Wittig-Horner-Reaktionen, da man hier keinen tertidiren
Alkohol, sondern eine ungesittigte Verbindung erhélt. Die Doppelbindung lieBe sich dann nach
Standardprotokollen hydrieren (s. Schema 9).

(O]

R, = COOEY, CN, usw.

R, = H, COOEt, CN, usw.

(H]

Schema 9: Alternative  Route  zur  Synthese eines  Cholesterolankers iiber C-C-
Verkniipfungsreaktionen.

Zunichst wurde die Eignung verschiedener Oxidationsmittel zur Oxidation des Cholestanols (6) zu

S50-Cholestan-3-on  (15) untersucht und die entsprechenden Reaktionen hinsichtlich
Durchfiihrbarkeit, Ausbeute und Qualitdt der Produkte bewertet. Der Vergleich umfasste die

selektiven Oxidationsmittel

Pyridiniumdichromat (PDC)P**!

60,61]

Aluminiumtriisopropylat (Oppenaueroxidation)!

Calciumhypochlorit®

— Ammoniumcer(IV)-nitrat und Kaliumbromat!®*®

Mit PDC in Dichlormethan lie8 sich Cholestanol (6) sehr gut in Ausbeuten grofer 80 % zu 5[F
Cholestan-3-on (15) oxidieren. Nebenreaktionen traten erwartungsgemil nicht auf, zumal

Uberoxidation bei einem sekundiren Alkohol nicht zu erwarten ist. Probleme bereitete teilweise die
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Abtrennung des Oxidationsmittels vom Produkt nach der Reaktion. Durch einfache Filtration iiber
Kieselgel oder Kieselgur konnten Verunreinigungen durch das Oxidationsmittel vollstandig beseitigt
werden. Obwohl die Oxidation mit PDC sehr gute Ergebnisse lieferte, wurde nach einer Alternative
gesucht, vor allem um den Einsatz stochiometrischer Mengen giftiger Schwermetalle wie Chrom

vermeiden zu konnen.

Cholesterol (2) wird standardmiBig iliber eine Oppenauer-Oxidation zum Cholest-4-en-3-on (16)

oxidiert,® " wobei — bis auf Benzol, das sich vermutlich durch Toluol ersetzen ldsst — wenig
toxische und preisgiinstige Chemikalien verwendet werden. Die Reaktion wurde zunichst mit
Cholesterol (2) durchgefiihrt, was die in der Literatur beschriebene einfache Reaktionsfiihrung

sowie die guten Ausbeuten bestétigte.

Al(O-i-Pr)3, Aceton

Benzol
—_—

8 h, Riickfluss

HO 85 % (0]

2 16

Schema 10: Cholesteroloxidation nach Oppenauer.

Mit 5[FCholestan-3[Fol (6) lieferte die Oppenauer-Oxidation wesentlich schlechtere Ausbeuten.
Auch bei einer Erhdhung der Reaktionszeit sowie der Menge an Aceton (75-facher Uberschluss)
und Aluminiumtriisopropylat (zweifacher Uberschuss) konnte Umsatz und Ausbeute nicht iiber
27 % gesteigert werden. Dies ist auf eine thermodynamisch ungiinstigere Lage des Gleichgewichtes
zurlickzufiihren. Mit Cholest-4-en-3-on (16) wird eine [][JFungesittigte Carbonylverbindung
gebildet, die aufgrund der Konjugation eine zusitzliche Stabilisierung erféhrt. Daher ist die Bildung
von 16 giinstiger als die Riickreaktion, da hierbei das konjugierte System aufgehoben wiirde. Bei
50-Cholestan-3-on (15) kommt es nicht zur Ausbildung eines konjugierten Systems, wodurch eine

Bevorzugung der Hinreaktion nicht mehr gegeben ist.

Al(O-i-Pr)3, Aceton

Benzol
—_—

16 h, Rickfluss
27 %
6 15

Schema 11: Oxidation von 5[} Cholestan-3[}ol (6) nach Oppenauer.
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M. Schneider et al.® verwendeten zur Oxidation sekundirer Alkohole mit Hypochlorid beladenen
Ionentauscher und tiberfiihrten Cyclohexanol mit einer Ausbeute von 85 % in die entsprechende
Ketoverbindung. Die Reaktion wird bei sehr milden Bedingungen (Raumtemperatur) durchgefiihrt
und dauert lediglich 3 h. Zur Aufarbeitung muss lediglich der Ionentauscher abfiltriert werden. Bei
der Oxidation von Cholestanol (6) konnte jedoch keinerlei Umsatz beobachtet werden.
Ausschlaggebend konnte die sterische Hinderung des im Vergleich zum Cyclohexanol starren
Cholestanols sein, so dass hierbei eine Reaktion mit dem an den Ionentauscher gebundenen

Hypochlorit nicht stattfinden kann.

Wie von H. Tomioka et al.[**" beschrieben, kann auch Kaliumbromat mit Ammoniumcer(IV)-nitrat
(CAN) als Katalysator zur Oxidation sekunddrer Alkohole eingesetzt werden. Cholestanon (15)
wird mit einer Ausbeute von 97 % bei einer Reaktionsdauer von nur 30 min erhalten. Auch bei
dieser Variante werden preiswerte Reagenzien verwendet. Das Schwermetall Cer wird nur in
katalytischen Mengen von 3.5 bis 10 mol-% benétigt. Die Methode erwies sich als beste Alternative
zur Oxidation mit PDC, auch wenn die Ausbeute mit 87 % geringer als in der Literatur beschrieben
ausfiel. Die Ausbeuteverluste sind hauptsidchlich auf Komplikationen zuriickzufiihren, die beim
VergroBBern der Ansdtze von 2 mmol auf 100 mmol auftraten. Vor allem die Abtrennung des bei der
Reaktion entstehenden Broms erwies sich als schwierig. Ein Grofteil lie sich zwar mit dem
Losungsmittel abdestillieren, zur weiteren Reinigung war jedoch die Kristallisation des Produktes
15 notwendig. Aus der von Oppenauer'® zur Kristallisation von 5[-Cholest-4-en-3-on (16)
verwendeten Mischung aus Aceton und Methanol (70:100) schied sich das 5[+Cholestan-3-on (15)

meistens als Ol ab, ein Problem, das auch bei anderen Cholesterolderivaten auftrat. Aus reinem

Aceton lief} sich 5[}+Cholestan-3-on (15) jedoch sehr gut und in hoher Reinheit kristallisieren.

KBrOg, CAN
MeCN, CH,Cl,, Ho0 (2:1:1)

30 min, Rickfluss
87 %
6 15

Schema 12: Oxidation von 5[ LCholestan-3 (1ol (6) mit KBrOs; und CAN.

Von den untersuchten Oxidationsmitteln zur Synthese von 5[}Cholestan-3-on (15) aus Cholestanol
(6) eignen sich besonders PDC bzw. Kaliumbromat mit Ammoniumcer(IV)-nitrat als Katalysator.

Die Durchfithrung der Reaktion ist bei der Verwendung von PDC etwas einfacher, da das fiir die
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Oxidation mit Kaliumbromat/Ammoniumcer(IV)-nitrat verwendete Losungsmittelgemisch
(Acetonitril, Dichlormethan, Wasser 2:1:1) bei Raumtemperatur zwei Phasen aufweist, in dem sich
das Edukt erst beim Erhitzen 16st. Die Aufarbeitung ist bei beiden Methoden aufwendig, da sich die
verwendeten Oxidationsmittel bzw. deren Folgeprodukte nicht einfach abtrennen lassen. Fiir die
Verwendung von Kaliumbromat/Ammoniumcer(IV)-nitrat spricht vor allem der geringere Anteil an
giftigen Schwermetallen sowie die sehr kurze Reaktionszeit von lediglich zwei Stunden. Die

Ergebnisse der Oxidation von Cholestanol (6) sind in Tabelle 3 nochmals zusammengefasst.

Tabelle 3: Oxidation von Cholestanol.

Oxidationsmittel Reaktionszeit [h] | Ausbeute [%]
Pyridiniumdichromat (PDC) 16 80
Oppenaueroxidation (Al(O-i-Pr); + Aceton 16 27
Ca(OCl), auf Ionentauscher 24 kein Umsatz
Ammoniumcer(IV)-nitrat + Kaliumbromat 2 87

3.1.6 C-C-Verkniipfungsreaktionen an 5a-Cholestan-3-on (15)

S50-Cholestan-3-on (15) wurde mit verschiedenen HOWOH NG /\CN
Malonsdurederivaten in Knoevenagel-Reaktionen O O

sowie in einer Wittig-Horner-Reaktion mit Diethyl- MeO OMe ?
phosphonoessigsdureethylester — umgesetzt.  Von m EtEct)(/)P OEt

besonderem Interesse war die Wittig-Horner-
Reaktion, da hier im Gegensatz zu den  Abb. 13:gingige CH-azide Reagenzien fiir

) ] ) C- C-Verkniipfungsreaktionen.
Knoevenagel-Reaktionen  keine  anschlieende

Decarboxylierung notwendig ist.

Als Methylenkomponente fiir die Knoevenagel-Reaktion wurde zundchst Malonsdure sowie deren
Dimethylester eingesetzt. Die Reaktion mit Malonséure erfolgte nach der Variante von Doebner.*
In analoger Weise, jedoch im Losungsmittel Dichlormethan, fand die Umsetzung mit
Malonsauredimethylester statt. Beide Reaktionen zeigten auch nach 24 h unter Riickfluss keinen
Umsatz, was bei der Reaktion in Dichlormethan sicherlich auf die zu niedrige Temperatur
zuriickzufiihren ist. Da auch in Pyridin keine Produktbildung zu beobachten war, ist anzunehmen,
dass die Verwendung eines hoher siedenden Losungsmittels allein nicht ausreicht. Reaktionstrige

Carbonylverbindungen kénnen zwar durch Zusatz von Titantetrachlorid®*” oder Ruthenium-
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katalysatoren'®®! umgesetzt werden, diese Verbindungen sind aber sehr teuer und lassen sich zum

Teil auch nicht zuriickgewinnen, da sie verbraucht werden.

HOOC._ COOH
Py, Piperidin

24 h, Rickfluss

MeOOC~_-COOMe
6 Py, Piperidin, CH,Cl, y

24 h, Rickfluss

Schema 13: Knoevenagel Reaktionen.

Aus diesem Grund wurde Malonsduredinitril als reaktivere Methylenkomponente eingesetzt. Unter
den gleichen Reaktionsbedingungen wie zuvor mit Malonsduredimethylester konnte nach 24 h (5[
Cholestan-3-yliden)-malonséure-dinitril (19) in einer Ausbeute von 71 % isoliert werden. Durch
weitere Optimierung ldsst sich die Ausbeute sicherlich weiter steigern, so dass auf eine
chromatographische Aufarbeitung verzichtet werden kann. Allerdings ist in jedem Fall noch die

Verseifung der Nitrilgruppen sowie eine Decarboxylierung notwendig.

NC._CN
Py, Piperidin, CH,Cl,

24 h, Ruckfluss
71 %

15

Schema 14: Knoevenagelreaktion an 5[} Cholestan-3-on (15) mit Malonsduredinitril.

Als Alternative zur Knoevenagel-Reaktion wurde 5S[}+Cholestan-3-on (15) mit Diethylphosphono-
essigsdureethylester in einer Wittig-Horner-Reaktion analog zu einer Vorschrift von A. K. Bose et al.
71 mit Natriumethanolat in CH,Cl,/DMF umgesetzt. Das Rohprodukt musste vor der weiteren
Verwendung weiter aufgereinigt werden, da es eine intensive gelbe Fiarbung aufwies und auch

kernresonanzspektroskopisch noch Verunreinigungen zu erkennen waren. Nach der Kristallisation
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aus Aceton/Wasser wurde (5S[FCholestan-3-yliden)-essigsdure-ethylester (20) als Gemisch der E/Z-
Isomeren (etwa 1:1) in Ausbeuten von 50 bis 60 % erhalten. Die Verunreinigungen sind auf die
Verwendung von Natriumethanolat und DMF zuriickzufiihren. Entsprechend wurde in Anlehnung
an eine Vorschrift von W. M. Golebiewski et al.""! statt CH,Cl,/DMF als Losungsmittel THF
verwendet. Aulerdem kam als Ersatz fiir Natriumethanolat Natriumhydrid zum Einsatz. Hierdurch
lieB3 sich nicht nur die Ausbeute auf 98 % steigern, sondern auch die Reaktionszeit von 24 h auf 4 h
verkiirzen. Eine weitere Reinigung des Produktes 20 war nicht notwendig. Bei hoheren Anspriichen
an die Reinheit kann es wie zuvor beschrieben aus Aceton oder Aceton/Wasser umkristallisiert

werden.

11
(EtO),P OFt

NaH, THF

1h,0°C;3h, RT

98 % EtO
15 20

Schema 15: Synthese von (5[ LCholestan-3-yliden)-essigsdure-ethylester (20) iiber eine
Wittig-Horner-Reaktion.

Die Hydrierung von (5[FCholestan-3-yliden)-essigsdure-ethylester (20) wurde analog zur
Hydrierung von Cholesterol (2) mit Pd/C als Katalysator in wéssrigem THF durchgefiihrt. Um
vollstdndigen Umsatz zu gewdhrleisten, musste die Temperatur auf 40 °C und der Druck auf 40 bar
erhoht werden. Als Produkt wurde ausschlieBlich (5[FCholestan-3[}Fyl)-essigsdure-ethylester (21)
erhalten. Bei der Verwendung von Platin(IV)-oxid statt Pd/C als Katalysator konnte im NMR die
Bildung des 3[}-Epimeren beobachtet werden. In diesem Fall wurden beide Epimere als Gemisch

im Verhéltnis (1[0 = 4:1 erhalten.

Ha, Pd/C
THF/H,0

24 h,40°C, 40 bar

99 %
20 21

EtO EtO

Schema 16: Hydrierung von (5 [}Cholestan-3-yliden)-essigsdure-ethylester (20).
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Abb. 14:°C-NMR  des  Epimerengemisches von (5[+Cholestan-3[] [Hil]-essigsdiure-ethylester
(schwarz: [LEpimer, griin: [Epimer).

3.1.7 Zusammenfassung

Uber die zunichst favorisierte Alkylierung von Cholesterol konnte zwar ein Spacer eingefiihrt
werden, die Reaktion lieB sich jedoch vor allem aufgrund einer sehr aufwendigen Aufarbeitung
nicht effizient durchfiihren. Der bei Verwendung von Dibrombutan erhaltene Bromalkyllinker ldsst
sich zudem nur mit erheblichem Aufwand in andere Linkergruppierungen wie zum Beispiel
Carbonsduren umwandeln. Bei Alkylierungen mit anderen bifunktionalen Reagenzien konnte das

jeweils gewiinschte Produkt nicht erhalten werden.

Uber den Umweg der Oxidation zu 5[-Cholestan-3-on (15) gelang die Einfiihrung des Spacers in
einer insgesamt vierstufigen Synthesesequenz. Durch Optimierung der einzelnen Stufen konnte
nicht nur die Ausbeute auf insgesamt 84 % gesteigert werden, auch die Kosteneftizienz wurde durch
Verringerung der einzusetzenden Uberschiisse an Reagenzien deutlich verbessert. So lieB sich die
gesamte Synthesesequenz im 100-g-Malistab durchfiithren. Apparatebedingt konnten die
Hydrierungen nicht in diesem MaBstab durchgefiihrt werden. Die Umsetzung der entsprechenden

Produkte erfolgte in Chargen zu je 40 g.
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3.2 Cholsauren

3.2.1 Struktur der Cholsauren

Vertreter der Cholsduren®™"’, vor allem die Cholsiure selbst (30,7012 Trihydroxy-5CF
cholansdure), Desoxycholsdure (3[]12[}FDihydroxy-5[Fcholansdure) und Chenodesoxycholsdure
(30, 70>-Dihydroxy-5Ukcholansédure), kommen in allen héheren Sédugern vor. Ihre Biosynthese erfolgt
hauptsdchlich in der Leber aus Cholesterol. Von dort werden sie als Konjugate mit Taurin oder
Glycin in die Gallenblase abgegeben. In erster Linie dienen sie physiologisch als Emulgatoren bei
der Verdauung von Fetten und anderen fettloslichen Substanzen (z. B. Vitamin E). Desoxycholsédure
wurde erstmals Anfang des 20. Jahrhunderts aus Rindergalle isoliert, woraus sie auch heute noch
technisch gewonnen wird. Die mehrfache Funktionalisierung der Cholsduren bietet die Moglichkeit,
Ester mit sich selbst zu bilden, und so Ringe!™’¥ oder Polymere!” aufzubauen. Aktuell wird auch

eine mogliche entziindungshemmende Wirkung von Desoxycholsdure untersucht.’®)

Die mit dem Cholesterol strukturell eng verwandten Cholsduren besitzen mit der
Carbonsdurefunktion an C-24 bereits eine funktionelle Gruppe, die vielfdltige Moglichkeiten zur
Funktionalisierung als Linker bietet (s. Abb. 15). Durch ihre terminale Anordnung ist sie zudem
weit genug vom Grundgeriist entfernt, so dass sterische Wechselwirkungen weitgehend minimiert

werden.

R OH

OH R'=R?=H, OH

Abb. 15: Cholsduren: Cholsdure (3, R'=R’=0OH),
Desoxycholsdure (4, R'=OH, R’=H),
Lithocholsdure (5, R'=R’=H).
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Dem Prinzip maximaler hydrophober Wechselwirkung entgegen wirken die beiden sekundéren
Alkoholgruppen an C-3 und C-12. Diese erhdhen nicht nur die Polaritit und iiben damit einen
negativen Einfluss auf die Bindung zur Festphase aus, sie kdnnen auch zu Nebenreaktionen fiihren.

Beide OH-Gruppen miissen also entweder entfernt oder zumindest dauerhaft geschiitzt werden.

3.2.2 Synthesestrategie

Zur Synthese des Ankers kamen prinzipiell alle drei Cholsduren in Frage. Da Desoxycholsdure nicht
nur eine Hydroxylfunktion weniger aufweist als Cholsédure, sondern auch kostengiinstiger ist, wurde
sie bevorzugt als Ausgangsmaterial verwendet. Lithocholsdure kam wegen ihres iiber fiinfmal

hoheren Preises nicht in Frage.

Die OH-Gruppen konnen dauerhaft zum Beispiel in Form von wenig reaktiven Methylethern
maskiert werden. Diese Vorgehensweise bendtigt keine schwer erhéltlichen oder teuren
Chemikalien, lediglich eine Base wie Kaliumcarbonat oder Natriumhydrid sowie z. B. Methyliodid

als Methylierungsmittel sind erforderlich.

Eine vollstindige Entfernung der Alkoholgruppen kann {iber Eliminierung, im einfachsten Fall mit
Schwefelsdure, und anschlieende Hydrierung der ungesittigten Verbindung erfolgen. Im Fall der
Desoxycholsdure besteht dabei nicht die Gefahr, ein Diastereomerengemisch zu erhalten, da keine
Wasserstoffe an Sterecozentren eliminiert werden. Hydroxylfunktionen konnen auch mit Hilfe der
Barton-McCombie-Reaktion nach Umwandlung in ihre Phenylthiocarbonate mit Tributylstannan
radikalisch reduziert werden.””” Die Ausbeuten liegen hier meist bei iiber 70 %. Das relativ teure
und aufBlerdem sehr giftige Tributylstannan kann auch in katalytischen Mengen eingesetzt werden,
wobei Poly(methylhydridosiloxan) (PMHS) als Hydridquelle zum Einsatz kommt. Das teurere
Phenylchlorthionocarbonat (75 € fiir 5 g) muss in stochiometrischen Mengen eingesetzt werden.
Alternativ ist auch die Reduktion der Essigsdureester mit Na/K-Legierung in Gegenwart von

tertidren Aminen moglich.”® Hier werden Ausbeuten zwischen 50 und 60 % erreicht.

“, 0O
Durch Oxidation der Alkohole zu den entsprechenden

Ketoverbindungen oder Verwendung der kommerziell OH

erhéltlichen Dehydrocholsédure (22) als Ausgangsmaterial

ergeben sich weitere Moglichkeiten zur vollstindigen o 0
Entfernung der funktionellen Gruppen. Die Reduktion 22

kann in saurem Milieu mit Zinkamalgam und Salzsdure Abb. 16: Dehydrocholsdure.
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in einer Clemmensen-Reduktion erfolgen.””*” Hierbei ist vor allem die Verwendung einer
Quecksilberlegierung bedenklich. Zudem kann bedingt durch den SET-Mechanismus eine ganze
Reihe von Nebenreaktionen auftreten, die zu Pinakolen, Alkenen und Ahnlichem fithren. Um
selektiv die desoxygenierte Verbindung zu erhalten, muss daher zunichst die Reaktionsfithrung
optimiert werden. Komplementir zur Clemmensen-Reduktion ist die Wolff-Kishner-Reduktion, bei
der die Reaktion mit Hydrazin unter stark basischen Bedingungen durchgefiihrt wird.®** Mit
Ausbeuten zwischen 80 und 100 % je nach Edukt stellt die Wolft-Kishner-Reduktion die beste
Alternative zur vollstindigen Entfernung der Alkoholgruppen dar. Hinzu kommt, dass die

bendtigten Chemikalien Hydrazinhydrat und KOH sehr preisgiinstig sind.

Eliminierung Hydrierung

(H]

Y
=
Y

OH  _ho

Wolff-Kishner Reduktion

N,H NH> KOH R
=0 ——— =N - X
R

R 150-250 °C rR M

Clemensen-Reduktion

R Zn(Hg) RO H

=0

R HCI R

\/
x
T

Barton-McCombie
S

CI)J\

OPh j\ Bu,SnH
R—OH Re - R-H
O~ ~OPh

\J

Abb. 17: Vollstindige Reduktion von Alkoholen/Ketonen.

Fiir die Synthese des Desoxycholsdureankers wurde die Methylierung der OH-Gruppen deren
Reduktion aus mehreren Griinden vorgezogen. Wéhrend die Methylierung in nur einer Stufe das
gewiinschte Produkt liefert, sind zur vollstindigen Entfernung der Alkohole zwei notwendig:

Elimierung und Hydrierung bzw. Oxidation zum Keton und Reduktion. Da bei Reaktionen an
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multiplen Funktionalititen mit Ausbeuteverlusten zu rechnen ist, bietet hier eine einstufige Synthese
Vorteile. Durch Verwendung von Dehydrocholsdure (22) lieBe sich zwar die bendtigte Stufenzahl
auf eine Stufe senken, jedoch miissen bei 22 im Gegensatz zur Desoxycholséure drei funktionelle
Gruppen reduziert werden. Zudem weist der durch die Methylierung erhaltene
Dimethoxycholansdureanker eine andere Polaritét auf als der Cholesterolanker, so dass der Einfluss
einer zusitzlichen Funktionalisierung durch einen Vergleich der Affinititen zur Festphase untersucht
werden kann. Ein signifikanter Unterschied in der Affinitdt zwischen einem Cholansdureanker und

dem Cholesterolanker ist hingegen nicht zu erwarten.

3.2.3 Methylierung

In der Literatur sind bislang nur wenige Methylierungen von Desoxycholsdure (4) beschrieben, bei
denen zudem nur wenige 100 mg umgesetzt wurden. Zur Entwicklung einer effizienten Synthese fiir
groBBere MaB3stibe wurden daher zunidchst verschiedene Methylierungsmittel, Losungsmittel und
Reaktionsbedingungen untersucht. Als Ausgangspunkt dienten Experimente von P. Bandyopadhyay
et al.™! zur Permethylierung von Cholsiure (3) sowie von C. Li et al.*™!, die Allylierungen von
Cholsdurederivaten durchfiihrten. Entsprechend wurden die ersten Versuche mit NaH in THF unter
Riickfluss durchgefiihrt. Als Alkylierungsmittel diente Methyliodid. Da Desoxycholsédure (4) selbst
in THF nur schwer 16slich ist, kam der Methylester (23) zum Einsatz, der zuvor iiber eine sauer
katalysierte Veresterung mit Methanol in quantitativen Ausbeuten hergestellt wurde. Auch nach 48 h
unter Riickfluss und mehrmaligem Nachdosieren von Methyliodid konnte kein vollstindiger
Umsatz erzielt werden. Dies ist vermutlich auf die leichte Fliichtigkeit des Methylierungsmittels
zuriickzufiihren, da es schnell verdampft und so nicht mehr fiir die Reaktion zur Verfiigung steht.
Auch die Durchfithrung der Reaktion unter Schutzgasatmosphire verbesserte den Umsatz nicht
wesentlich. Nach chromatographischer Aufarbeitung konnten 60 % des 3[112[FDimethoxy-5L}F

cholansiduremethylesters (24) leicht verunreinigt isoliert werden.
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HO

OH
MeOH, HCI

14 h, RT

HO 100 %

Mel, NaH, THF

48 h, Ruckfluss
60 %

MeO"

24

Schema 17: Methylierung von Desoxycholsdure (4).

Die Identitit der im NMR-Spektrum gefundenen Verunreinigung lie sich zundchst nicht
bestimmen, zumal das Produkt im DC nur einen Fleck zeigte und sich daher chromatographisch
nicht weiter aufreinigen lieB. Bei der in spiteren Experimenten durchgefiihrten Reduktion zum
Alkohol (s. Kapitel 3.4.1 Alkohol-Linker, S. 46) zeigte das DC ein polareres Nebenprodukt, das
isoliert und charakterisiert werden konnte. Es handelte sich um eine nur einfach methylierte Spezies
mit einer freien OH-Gruppe an Position 3 oder 12. Dies legte die Vermutung nahe, dass bei der
Methylierung auch eine inter- oder intramolekulare Umesterung des Methylesters 23 stattfindet,
wobei das ,,Dimer* 25 oder das Lacton 26 entsteht. Auch die Bildung von Cyclooligomeren wire
denkbar.® Alle diese Nebenprodukte weisen eine dhnliche Polaritét wie das Hauptprodukt 24 auf.
Bei der Reduktion mit LAH werden die veresterten OH-Gruppen wieder freigesetzt, was eine

Unterscheidung vom Hauptprodukt aufgrund der Polaritit ermdglicht.

. MeO"™
MeO"

26

Abb. 18: Mogliche Nebenprodukte bei der Methylierung von Desoxycholsduremethyl-
ester (23).
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Um die zuvor beschriecbenen Probleme bei der Permethylierung zu beseitigen, erfolgten
verschiedene Optimierungen an der Reaktionsfiihrung. Methyliodid wurde durch Dimethylsulfat
ersetzt, da dieses einen wesentlich hoheren Siedepunkt aufweist und wihrend der Reaktion nicht
oder zumindest wesentlich langsamer verdampft. Um die beobachtete Umesterung zu unterdriicken,
wurden statt des Methylesters 23 andere Edukte eingesetzt. Hierbei wurden zwei Varianten
untersucht: Zum einen wurde analog zu C. Li et al.® der tritylgeschiitzte Alkohol 29 und zum

anderen Desoxycholsdure (4) verwendet.

300 12[FDihydroxy-5[}Fcholan-24-yltritylether (28) wurde aus Desoxycholsduremethylester (23)
iiber Reduktion zum Alkohol 27 und anschlieBendes Schiitzen mit Tritylchlorid hergestellt.
Wihrend die Reduktion mit LAH erwartungsgemilB3 in hohen Umsétzen und Ausbeuten verlief,
ergab die anschlieBende Umsetzung mit Tritylchlorid und Triethylamin in THF kein Produkt. Erst
der Einsatz von Pyridin als Base lieferte nach einer Reaktionszeit von 14 h den Tritylether 28 in
einer Ausbeute von 59 %. Bei der darauf folgenden Methylierung mit Dimethylsulfat konnte zwar
eine Steigerung der Ausbeute auf 69 % erreicht werden, die Gesamtausbeute iiber alle drei Stufen ist

jedoch schlechter als bei der direkten Methylierung von Desoxycholsduremethylester (23).

LAH, THF

1.5h, RT
96 %

TrCl, Py, THF

14 h, Ruckfluss
59 %

3
~ O/ ~ O/

NaH, THF

12 h, Rickfluss .
69 % MeO

29

Schema 18: Synthese und Methylierung des Tritylethers 28.
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Alternativ zum Tritylether 28 kam freie Desoxycholsdure (4) zum Einsatz. Bei der Carbonséure
bzw. deren Natriumsalz findet eine Veresterung mit den OH-Gruppen der Desoxycholséure nicht
statt, der fiir die Umesterung notwendige Methylester bildet sich erst widhrend der Reaktion.

Demzufolge ist eine deutliche Verringerung der Tendenz zur Nebenreaktion zu erwarten.

Q.0

\\S//
~ O/ ~ O/

NaH, THF

15 h, Rickfluss

76 % MeO
4 24

Schema 19: Methylierung von Desoxycholsdure (4) mit Dimethylsulfat.

In der Tat verringerte sich nicht nur die Reaktionszeit von 48 h auf 15 h, ohne dass im
Reaktionsverlauf Dimethylsulfat zudosiert werden musste, auch die Bildung von Nebenprodukten
konnte nicht beobachtet werden. Zur Isolierung des Produktes war nach wie vor eine
chromatographische Trennung notwendig. In diesem Fall geniigte jedoch eine Filtration {iiber

5 — 10 cm Kieselgel. Insgesamt konnte die Ausbeute auf 76 % gesteigert werden.

QP
\O/S \O/

NaH, THF

15 h, Rickfluss
920 % MeO

QP

~S<

NaH, THF

U
48 h, Rickfluss

MeO"
3 31

Schema 20: Permethylierung von Cholsdure (3) und Lithocholsdure (5).

Um zu untersuchen, inwieweit die Anzahl der zu methylierenden Hydroxyfunktionen einen Einfluss
auf den Reaktionsverlauf hat, wurden auch Cholsdure (3) und Lithocholsdure (5) mit Dimethylsulfat
umgesetzt. Die Reaktion zur permethylierten Cholsdure zeigte auch nach zwei Tagen und

mehrmaligem Zudosieren des Methylierungsmittels keinen vollstindigen Umsatz und eine
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Isolierung des 30170]12[FTrimethoxy-5[Fcholansduremethylesters (31) aus dem komplexen

Reaktionsgemisch war nicht mdglich. Die Synthese von 3[FMethoxy-5[}cholansduremethylester
(30) gelang in einer sehr guten Ausbeute von 90 %, Nebenreaktionen wie im Fall der

Desoxycholsédure (4) wurden nicht beobachtet.

3.2.4 Anbindung chromophorer Gruppen

Um eine einfachere Reaktionsverfolgung mittels DC zu ermdglichen, wurde bereits in fritheren
Arbeiten® die Moglichkeit zur Anbindung von N-(4-Brom-1-butyl)-acridon an Lithocholsiure
durch Alkylierung der OH-Gruppe untersucht. Nachdem diese Experimente nicht zufriedenstellend
verliefen und zudem Schwierigkeiten bei der Alkylierung des weniger funktionalisierten
Cholesterols auftraten, wurde eine andere Strategie gewahlt. Isocyanate reagieren schnell mit
Alkoholen unter Bildung von Carbaminsduren. Obgleich Carbaminsduren reaktiver und damit
leichter spaltbar sind als Ether, weisen sie dennoch eine hinreichende chemische Stabilitit auf, so
dass der resultierende chromophore Anker bei einer grolen Zahl verschiedener Synthesesequenzen
verwendet werden kann. Eine Reihe von Isocyanaten mit UV- oder sogar fluoreszenzaktiven

Gruppen sind zudem kommerziell erhiltlich.

Erste Versuche wurden mit 9H-Fluoren-2-ylisocyanat durchgefiihrt. Nach 48 h bei RT konnte kein
Umsatz des Lithocholsduremethylesters (32) festgestellt werden. Der sich bildende Niederschlag
erwies sich als der bei Reaktion des Isocyanats mit 2-Amino-9H-fluoren, einem Abbauprodukt des
9H-Fluoren-2-ylisocyanats, entstehende symmetrische Harnstoff. Die Reinheit des 9H-Fluoren-2-
ylisocyanats konnte aufgrund dessen Unldslichkeit in verschiedenen deuterierten Lsungsmitteln

mittels NMR jedoch nicht bestimmt werden.

° THF P
48n,RT " O Nj\o\\“

32 33

HO"

Schema 21: Versuchte Kupplungsreaktion mit 9H-Fluoren-2-isocyanat.

Um Nebenreaktionen mit Zersetzungsprodukten zu minimieren, wurde fiir weitere Versuche eine

neue Charge Isocyanat verwendet, unter Einsatz von 1-Naphthylisocyanat statt des relativ teuren
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9H-Fluoren-2-ylisocyanats. Die Reaktion wurde in THF wunter Riickfluss und unter
Schutzgasatmosphire durchgefiihrt, um eine Hydrolyse wihrend der Reaktion zu verhindern. Nach
24 h konnte auch hier keinerlei Umsatz festgestellt werden. Eine Aktivierung des Alkohols mit

Triethylamin™®" fiihrte ebenfalls zu keiner Verbesserung.

NCO

THF, J

Ui
24 h, Rickfluss

HO™

32

Schema 22: Reaktion mit I-Naphthylisocyanat.

Um einen generellen Fehler in der Durchfithrung auszuschlieen und gleichzeitig die Reaktivitét
des Isocyanates gegeniiber Alkoholen zu tberpriifen, wurde 1-Naphthylisocyanat mit einfachen
primdren und sekundiren Alkoholen umgesetzt, was schon beim Zusammengeben bei RT zu einer
heftigen Reaktion fiihrte. Das Ausbleiben einer Reaktion mit Lithocholsduremethylester (32) ist

demzufolge auf die sterische Hinderung der Alkoholfunktion zuriickzufiihren.

3.3 Vergleichende Betrachtung der Synthesesequenzen fur
hydrophobe Anker

Bisherige Arbeiten zur reversiblen Festphasensynthese verwendeten den Fluoreszenzfarbstoff
Acridon beziehungsweise Glycerol-1,3-bis-(octadecanyl)-ether als hydrophobe Anker. Die
Synthesen dieser Verbindungen wurden bislang lediglich im GrammmaBstab durchgefiihrt und
lassen sich infolge der eingesetzten Aufarbeitungstechniken nicht einfach auf grofere Ansitze

skalieren.

Bei der Herstellung des Acridonankers in einer zweistufigen Synthesesequenz ausgehend von N-
Phenylanthranilsdure werden Ausbeuten zwischen 60 und 75 % erhalten, die von dem fiir die zweite
Stufe verwendeten Alkylierungsmittel abhingen.*® Die Aufarbeitung erfolgt fiir beide Stufen iiber
Saulenchromatographie, was bereits fiir die Herstellung von mehreren zehn Gramm Ankermaterial

einen hohen Aufwand bedeutet, da die Aufarbeitung chargenweise erfolgen miisste.

88,89]

Rademann et al.! verwenden zur hydrophoben Markierung langkettige Alkohole wie n-

Octadecanol, wovon zwei Einheiten mit Epichlorhydrin zum Glycerol-1,3-bis-(octadecanyl)-ether
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umgesetzt werden (s. Abb. 19). An der verbleibenden Hydroxylfunktion des Glycerols erfolgt dann
die Anbindung des Wang-Linkers. Die verwendeten Reagenzien n-Octadecanol und Epichlorhydrin
sind zwar preisglinstiger als Cholesterol oder Desoxycholséure, jedoch betragt die Ausbeute iiber
die ersten beiden Stufen lediglich 40 %. Darliber hinaus ist nach der zweiten Stufe eine
chromatographische Aufreinigung notwendig, wodurch wie bei der Synthese des Acridonankers die
Skalierbarkeit eingeschrankt ist. Nach diesen beiden Stufen hat man einen Anker mit einer
sekunddren Alkoholfunktion und befindet sich damit in einer dhnlichen Situation wie beim
Cholestanol: Um verschiedene Linkerfunktionalititen effektiv anbringen zu kdnnen, muss zunéchst

noch ein Spacer eingefiihrt werden.

s

OH
Abb. 19: Hydrophober Anker von Rademann et al.

Bei der Synthese des Desoxycholsdureankers ist nur eine Stufe notwendig, um zu einem Anker mit
Esterfunktionalitdt als Linker zu gelangen. Jedoch wird trotz des hoheren Aufwands einer
vierstufigen Synthesesequenz fiir den Cholesterolanker mit 84 % eine hohere Gesamtausbeute
erreicht. Als Nachteil der Synthese des Desoxycholsdureankers, vor allem in Bezug auf die maximal
mogliche Ansatzgrofle, ist sicherlich zu sehen, dass in jedem Fall eine chromatographische
Aufarbeitung zwingend notwendig ist. Da es sich bei 3[]12[}FDimethoxy-5[Fcholansiure-
methylester (24) um ein Ol handelt, ist eine Aufreinigung durch Kristallisation nicht mdglich. Fiir
eine Destillation ist der Siedepunkt zu hoch. Bei Reaktionsansitzen mit mehreren 10 g
Desoxycholsdure (4) ldsst sich die chromatographische Aufarbeitung noch mit vertretbarem
Aufwand durchfiihren. Die Trennung groferer Ansdtze muss chargenweise erfolgen. Bei der

Synthese des Cholesterolankers wurden Ansédtze bis 0.18 mol durchgefiihrt, was etwa 80 g (5L+

Cholestan-3[}Fyl)-essigsdure-ethylester (21) entspricht. Schwierigkeiten bei Durchfithrung oder

Aufarbeitung aufgrund der Ansatzgrofe traten hier nicht auf.
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MeO" EtO

OMe

I
OMe

EtO

OMe

Abb. 20: Vergleich von Cholesterol- und Desoxycholsdureanker.

Fiir Mengen an Ankermaterial, die fiir Synthesen im Labormalstab benétigt werden, ist die
einstufige Synthese des Desoxycholsdureankers schneller, einfacher und kostengiinstiger. Werden
groflere Mengen benoétigt, zeigen sich die Vorteile der hohen Ausbeuten und einfachen
Aufarbeitungsschritte der Synthese des Cholesterolankers. Ein Vergleich der beiden Anker
hinsichtlich ihrer Bindungsstarke an RP-Kieselgel folgt in Kapitel 3.8 (s. S. 71).

3.4 Verschiedene Linker

3.4.1 Alkohol-Linker

Zur Anbindung von Substraten, die Carbonsduregruppen tragen, kann die Esterfunktionalitit der
beiden Anker 21 und 24 leicht zum Alkohol reduziert werden. Reduktionsmittel war hier
Lithiumaluminiumhydrid, das sowohl das Cholesterolderivat 21 als auch den
Dimethoxycholansdureester 24 in weniger als zwei Stunden vollstindig zu den Alkoholen 2-(5[F
Cholestan-3[}yl)-ethanol (35) und 30, 12[FDimethoxy-5[}cholan-24-0l (36) reduzierte. Die
Produkte wurden jeweils direkt in so hoher Reinheit erhalten, dass eine weitere Aufreinigung nicht

notwendig war.
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LAH, THF

1h,RT

100 % HO

35

LAH, THF

1.5h,RT
MeO 96 % MeO
24 36

Schema 23: Herstellung von Ankeralkoholen.

3.4.2 Azid-Linker

Die Einfiihrung einer Azid-Gruppe in die Ankermolekiile ist aus zwei Griinden interessant. Zum
einen kann aus dem Azid leicht das entsprechende Amin durch Reduktion hergestellt werden.
Dieses Vorgehen ist einfacher als die nucleophile Substitution einer Abgangsgruppe wie Tosylat
oder Bromid mit Ammoniak. Zum anderen kann ein Substrat, das eine endstindige Dreifachbindung
trigt, iiber eine sog. ,,Click*“-Reaktion® hochselektiv angebunden werden. Weitere Details zur
Verwendung von ,,Click“-Reaktionen zur Anbindung von Substraten finden sich in Kapitel 3.6.2 (s.
S. 55). Zu beachten ist hierbei allerdings, dass sich das bei der Reaktion von Azid mit Alkin
bildende 1,2,3-Triazol selbst nicht mehr ohne weiteres spalten ldsst. Die fiir eine Spaltung
notwendigen drastischen Bedingungen fithren zur Zersetzung der meisten Substrate. Um das
Substrat am Ende der Synthesesequenz dennoch vom Anker trennen zu konnen, ist die Einflihrung

einer selektiv spaltbaren funktionellen Gruppe notwendig.

Ausgehend vom Alkohol 36 wurde 301 12[FDimethoxy-5C}cholan-24-ylazid (37) zunéchst iiber eine
Eintopfreaktion nach Mitsunobu®! synthetisiert. Unter Einsatz von Natriumazid anstelle des von
I. Yamamoto et al.’” verwendeten, stark hygroskopischen Lithiumazids wurden gute Umsétze und
Ausbeuten erreicht. Eine weitere Steigerung der Umsétze konnte auch durch Zudosieren von
Triphenylphosphin und Tetrabrommethan im Reaktionsverlauf nicht erreicht werden. Da die
Reaktion eine sehr hohe Empfindlichkeit gegeniiber Feuchtigkeit aufweist, wurde auflerdem mit
getrockneten Losungsmitteln und unter Schutzgasatmosphire gearbeitet, was jedoch ebenfalls nicht

zur einer Verbesserung des Umsatzes fiihrte.
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PPh3’ CBr4, NaN3
THF

24 h,RT

MeO"
© 82 %

36 37

Schema 24: Einfiihrung der Azidgruppe iiber eine Mitsunobu-Reaktion.

Alternativ wurde die Einfiihrung einer Azidgruppe tliber eine zweistufige Syntheseroute untersucht.
®1 Hierzu wurden die beiden Alkohole 35 und 36 durch Umsetzung mit Mesylchlorid in 1-(5CF
Cholestan-3[}+yl)-2-methansulfonyl-ethan (38) bzw. 30112[FDimethoxy-5[}cholan-24-ylmesylat

(39) iiberfiihrt. Die Methansulfonsdureester wurden iiblicherweise sofort weiter umgesetzt.

MsCl, NEts,
4DMAP, THF

2h,0°C-RT
100 %

MsO

38

MsCl, NEts,
4-DMAP, THF

3h,0°C-RT

100 %
36 39

MeO" MeO""

Schema 25: Uberfiihrung der Alkohole in ihre Methansulfonsdureester.

Die Umsetzungen mit Natriumazid zu den Aziden 40 und 37 in Aceton als Losungsmittel und unter
Riickfluss®” waren erst nach etwa sieben Tagen abgeschlossen, was einer zu niedrigen
Reaktionstemperatur zuzuschreiben war. In den hoher siedenden Losungsmitteln DMF und
Ethylenglykoldimethylether (Glyme) erfolgte die Umsetzung der Edukte zwar wesentlich schneller,
gleichzeitig war jedoch die Bildung von Nebenprodukten zu beobachten. In DMF wurde das
gewlinschte Produkt iiberhaupt nicht erhalten. Bei einer Reaktionstemperatur von 70 °C in Glyme
konnte die Bildung von Nebenprodukten bei annehmbarer Reaktionsgeschwindigkeit — zwei Tage
fiir vollstindigen Umsatz — weitgehend unterdriickt werden. Dennoch war das Verfahren nicht

zufriedenstellend.
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NaN3 TMGA,
Aceton

16 h, Rickfluss
100 %

NaN3 TMGA,
Aceton

16 h, Ruckfluss
98 %
39 37

MeO"" MeO"

Schema 26: Synthese der Azide.

Durch Einsatz von N,N,N',N'-Tetramethylguanidiumazid®? (TMGA) als Phasentransferkatalysator
konnte die Reaktionszeit auf 16 h herabgesetzt werden. Dariiber hinaus lieB sich die Reaktion
wieder in Aceton unter Riickfluss durchfiihren, wobei die Bildung von Nebenprodukten nicht mehr
auftrat. Das teure TMGA wird hierbei nur in katalytischen Mengen eingesetzt, da das wesentlich
giinstigere Natriumazid als Azidquelle fungiert. Mit dem Cholesterolderivat 38 wurden quantitative
Ausbeuten erreicht. Die Ausbeuten fiir das 3[112[}Dimethoxy-5[Fcholan-24-ylazid (37) waren

aufgrund dessen schlechterer Extrahierbarkeit geringfiigig niedriger, lagen aber dennoch {iber 95 %.

3.4.3 Amin-Linker

Amin-Linker eignen sich ebenso wie Alkohol-Linker zur Anbindung von Carbonsduren. Die
entstehenden Amide sind wesentlich unempfindlicher gegeniiber Sduren und Basen, lassen sich aber
auf der anderen Seite auch nicht so einfach spalten wie die bei der Verwendung eines Alkohol-
Linkers entstehenden Ester. Die hohere Stabilitidt machte sie fiir die Untersuchung der Bindung der
verschiedenen Anker zur Festphase interessant, da es hierbei nicht auf die Spaltbarkeit des Linkers

ankam.

Analog zu einer Vorschrift von K. Weber et al.”* wurden die Mesylate 38 und 39 in Methanol bei
-30 °C direkt mit wassriger Ammoniak-Losung umgesetzt. Nach mehreren Tagen Reaktionszeit
konnten auf diese Weise um 70 % 2-(5LFCholestan-3[}yl)-ethylamin (42) bzw. 30120
Dimethoxy-5[}cholan-24-ylamin (43) isoliert werden. Die Produkte lieBen sich durch Ldsen in
Diethylether und anschlieBendes Ausféllen als Hydrochlorid durch Einleiten von HCI-Gas reinigen,
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so dass die in der Literatur beschriebene chromatographische Aufarbeitung nicht notwendig war.
Die Reaktionszeit erschien jedoch zu lang und auBlerdem die Ausbeute vor allem zur Synthese
groBer Mengen zu niedrig. Aus diesem Grund wurde die Reduktion der Azide als alternative

Syntheseroute untersucht.

Aufgrund der guten Erfahrungen mit LAH bei der Reduktion der Ester 21 und 24 wurden die Azide
40 und 37 analog umgesetzt. Auch hier war die Reaktion nach wenigen Stunden beendet, die
Bildung von Nebenprodukten war nicht zu beobachten. Im Unterschied zur Reduktion der Ester
erfolgte die Aufarbeitung hier basisch mit KOH. Dennoch lieen sich die Amine 42 und 43 nur
schwierig und auch nicht vollstdndig extrahieren, so dass es zu hohen Ausbeuteverlusten kam. Als
weitere Reduktionsmittel kamen Triphenylphosphin®” sowie Wasserstoff mit Palladium auf
Aktivkohle als Katalysator™ in Frage. Die Wahl fiel letztendlich auf eine katalytische Hydrierung,
da sich die Abtrennung des bei der Reduktion mit Triphenylphosphin entstehenden
Triphenylphosphinoxids oftmals schwierig gestaltet und aulerdem die Hydrierung die insgesamt
kostengiinstigere Synthese ist. Abweichend von der Literaturvorschrift wurde Lindlar-Katalysator

statt Pd/C eingesetzt.

Die Hydrierung von 1-Azido-2-(5[Fcholestan-3[}yl)-

ethan (40) in Ethanol ergab zunichst eine Verbindung,

die im NMR vier zusdtzliche Kohlenstoffsignale zeigte. /(
N

Bei dem Produkt handelte es sich um N-(2-Butyl)-2-(5[F B

41

cholestan-3[}yl)-ethylamin (41), das bei der reduktiven
Abb. 21: N-(2-Butyl)-2-(5[Lcholestan-

Aminierung von 2-(5L+Cholestan-3L}yl)-ethylamin (42) 302yl)-ethylamin (41).

mit Methylethylketon (MEK) entstanden sein musste.

MEK wird als Vergéllungsmittel flir Ethanol eingesetzt. Die Hydrierung in THF:Wasser 10:1 lieferte
dann letztendlich die gewiinschten Produkte 2-(5[FCholestan-3[}yl)-ethylamin (42) und 301120+

Dimethoxy-5[Fcholan-24-ylamin (43) in Ausbeuten von 97 %.
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Hy Lindlar-Kat.
THF:H20 10:1

16 h, 40 bar, RT
97 %

HoN

42

Hy, Lindlar-Kat.
THF:H20 10:1

NH

. 18 h, 40 bar, RT }
MeO 97 % MeO

37 43

Schema 27: Reduktion der Azide mit Lindlar-Kat. unter H»-Atmosphdre.

3.4.4 Isocyanat-Linker

Uber Isocyanate lassen sich Alkohole oder Amine binden, wobei Carbamate bzw. Harnstoffe
entstehen. Wihrend die Harnstoffe nur relativ schwer gespalten werden konnen, erhdlt man
Carbamate auch beim Schiitzen von Aminen zum Beispiel mit Boc oder Fmoc. Die
Isocyanatsynthese wurde beispielhaft mit 3[]12[}FDimethoxy-5LFcholan-24-ylamin (43) nach einer
Vorschrift von D. L. McMinn et al.” in einem Zweiphasensystem mit Phosgen durchgefiihrt.
Hierzu wurde das Amin oder dessen Hydrochlorid in Chloroform geldst und die organische Phase
mit Hydrogencarbonat-Losung iiberschichtet. Die Phosgenlosung wurde dann iiber eine Spritze
direkt zur Chloroformphase hinzugegeben. Bei dieser Vorgehensweise kann nicht nur auf die
Verwendung von getrockneten Losungsmitteln verzichtet werden, auch die Zerstorung von

iiberschiissigem Phosgen geschieht automatisch. Das Amin 43 wurde quantitativ zum 301120}

Dimethoxy-5[}Fcholan-24-ylisocyanat (44) umgesetzt, ohne dass eine weitere Aufarbeitung

notwendig war.

NH, Phosgen, CHCI3,
NaHCO3-Lsg.

30 min, 0 °C

100 % MeO
43 44

MeO""

Schema 28: Synthese von 3[]12[}Dimethoxy-5 [tcholan-24-ylisocyanat (44).
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3.5 Synthese des Acridonankers

Um die beiden neuen Ankermolekiile mit Acridon vergleichen zu konnen, wurde der Acridonanker
mit zu den neuen Ankern identischen Linkergruppierungen versehen. So lassen sich die fiir den
Vergleich der Anker verwendeten Substrate (s. Kapitel 3.8, S. 71) auf die gleiche Art und Weise
anbringen, wie an den Cholesterol- bzw. Desoxycholsdureanker, wodurch eine moglichst hohe
Vergleichbarkeit der Messergebnisse erreicht werden soll. Zudem wurde der Acridonanker fiir die
Suche nach geeigneten Reaktionen zur Anbindung von Sacchariden (s. Kapitel 3.6, S. 53) und die
Optimierung der Reaktionsbedingungen verwendet, da er die Reaktionskontrolle mittels DC dank
seiner Fluoreszenzaktivitit wesentlich vereinfacht. Zur Synthese des Ankers wurde Acridon (1)
analog der literaturbekannten! Syntheseroute zunichst mit 1,5-Dibrompentan zu 10-(5-Brom-1-
pentyl)-acridin-9(10H)-on (45) alkyliert. Dieses konnte mit Natriumazid zu 10-(5-Azido-1-pentyl)-
acridin-9(10H)-on (46) und anschlieBend tiber katalytische Hydrierung zu 10-(5-Amino-1-pentyl)-
acridin-9(10H)-on (47) umgesetzt werden. Durch Optimierung der Reaktionsparameter wurden die
Ausbeuten der einzelnen Stufen teilweise erheblich gesteigert. So erfolgte die Umsetzung mit
Natriumazid nicht in DMF, sondern nach der schon fiir die Cholesterol- und
Desoxycholsdurederivate erfolgreichen Methode in Aceton mit TMGA als Katalysator, wobei eine
praktisch quantitative Ausbeute erzielt werden konnte. Auch auf das Schiitzen des Amins mit Boc-

(101 wurde verzichtet, wobei nicht nur der zusitzliche

Anhydrid wihrend der Hydrierung
Reaktionschritt der Entschiitzung eingespart werden konnte, sondern auch auch eine

Ausbeutesteigerung von 80 auf 95 % zu verzeichnen war.

0
T NaN3 TMGA, ?
(LX) mmaas O ==
N 12 h, Rickfluss N 16 h, Riickfluss N
H 74 % W 100 % W
1

Br N3
5 6

4 4

Ho, Lindlar-Kat.
THF:H20 10:1 O O
16 h, 40 bar, RT

95 % W

Schema 29: Synthese des Acridonankers (mit Amin-Linker).
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Bei der chromatographischen Aufarbeitung — insbesondere bei der Synthese von 10-(5-Brom-1-
pentyl)-acridin-9(10H)-on (45) — konnte im Produkt immer auch Acridon (1) nachgewiesen werden,
obwohl sich Nebenprodukte wie 10-(4-Penten-1-yl)-acridin-9(10H)-on (48) vollstindig abtrennen
lieBen. Dies ist umso bemerkenswerter, da das Alken 48 einen dhnlichen Retentionsfaktor aufweist
wie das Bromid 45, wéhrend dieser bei Acridon (1) wesentlich niedriger ist. Dieser Umstand lie3
darauf schlielen, dass die Bindung vom Alkylspacer zum Stickstoft des Acridons nicht stabil ist und
unter den sauren Bedingungen einer chromatographischen Trennung an Kieselgel partiell gespalten
wird. Aufgrund dieser Uberlegungen wurden fiir die chromatographische Aufarbeitung
acridonhaltiger Verbindungen generell Laufmittel mit einem Anteil von 1 % (v/v) Triethylamin
eingesetzt. Eine Verunreinigung der jeweiligen Produkte mit Acridon (1) konnte daraufhin nicht

mehr beobachtet werden.

3.6 Anbindung von Sacchariden

3.6.1 Anbindung mittels Helferich-Reaktion

Oligosaccharide spielen in der Natur bei einer Vielzahl von Prozessen eine wichtige Rolle. Hoch
selektive biologische Erkennungsprozesse, zu denen interzellulire Kommunikation, Zelladhdsion

und Immunabwehr gehoren, sind unter anderem aufgrund der ungeheuren strukturellen Vielfalt der

101,102,103,104

maBgeblich beteiligten Zuckerstrukturen moglich.! ! Dabei handelt es sich normalerweise

um Glycokonjugate wie Glycoproteine und Glycolipide, die an Zelloberflichen gebunden sind.!*

%1 Aus pharmakologischer Sicht ist eine Untersuchung dieser Strukturen interessant, da sie fiir

physiologisch und pathologisch relevante Erkennungsprozesse verantwortlich sind.!'"'**'%!' Aber
Kohlenhydratstrukturen in Glycokonjugaten sind nicht nur an biologischen Erkennungsprozessen
beteiligt. Bei Proteinen beeinflusst die Glycosylierung mitunter entscheidend deren Faltung und

[110

Stabilitit und damit auch die Aktivitit von Enzymen.!""”’ Zudem kann sie zum Schutz vor Proteasen

1 Bei der heterologen Expression

beitragen oder die Bindung von oder Antikorpern verhindern.
von Proteinen aus Tier- oder Pflanzenzellen zum Beispiel in E. coli zeigen diese zum Teil keine
oder eine wesentlich geringere Aktivitdit, da die in Tier- und Pflanzenzellen iiblichen
posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierung und Glycosylierung in E. coli nicht
moglich sind.!'*!"!

Bei der Synthese von Oligosacchariden zur Untersuchung der biologischen Phdnomene bereitet vor

allem die Aufarbeitung der stark hydrophilen Produkte Probleme, insbesondere, wenn man auf
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aufwendige Schutzgruppenoperationen verzichten will. Versieht man die Kohlenhydrate mit einer
hydrophoben Markierung, ergeben sich eine ganze Reihe neuer Mdglichkeiten fiir eine effiziente
Aufarbeitung. Neben der Durchfiihrung der Reaktionen zum Aufbau der Oligosaccharide als
reversible Festphasensynthese lassen sich die Produkte auch iiber RP-Kieselgel chromatographisch
aufreinigen. Die Trennung gestaltet sich auch an nicht derivatisiertem Kieselgel wesentlich

einfacher, da keine stark wasserhaltigen Eluenten eingesetzt werden miissen.

Um nach dem erfolgten Aufbau eines Oligosaccharids dieses wieder vom Anker trennen zu kdnnen,
war die Einfithrung eines Linkers notwendig, der sich unter Bedingungen spalten ldsst, die nicht
auch gleichzeitig das gerade synthetisierte Oligosaccharid hydrolysieren. Hierzu wurde 10-(5-
Brom-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (45) mit (Z)-2-Buten-1,4-diol in THF mit Natriumhydrid als
Base umgesetzt, wobei 10-[5-(4-Hydroxy-(Z)-2-buten-1-yloxy)-1-pentyl]-acridin-9(10H)-on (49) in
einer Ausbeute von 48 % erhalten wurde. Der Linker wird am Ende einer Reaktionssequenz iiber

Ozonolyse gespalten.

0 HO—~_/—OH 0
O I O NaH, THF O I 0
N 20 h, Riickfluss N OH
WBr 48 % WO/\/(
45 49

Schema 30: Alyklierung von (Z)-2-Buten-1,4-diol mit 10-(5-Brom-1-pentyl)-
acridin-9(10H)-on (45).

Die Anbindung der Zuckerkomponente erfolgte exemplarisch mit Lactose. In ersten Experimenten
wurde die Mdoglichkeit der Anbringung des hydrophoben Ankers iiber eine Glykosidierung nach
Helferich untersucht."'¥ Hepta-O-acetyl-[}-p-lactosylbromid (50) wurde hierzu mit dem Alkohol 49
in Dichlormethan unter Zusatz von Quecksilbercyanid und -bromid umgesetzt. Nach 20 h bei RT
konnte keinerlei Umsatz beobachtet werden. Sowohl der Alkohol 49 als auch die
Zuckerkomponente 50 lagen unverdndert in der Reaktionsmischung vor. Da es hier nicht
zweckmiBig war, wie bei Helferich-Reaktionen iiblich, den Alkohol im Uberschuss einzusetzen,
war eine Verringerung der Ausbeute zu erwarten. Ursache fiir das Ausbleiben jeglicher Umsetzung
in diesem Fall konnten intramolekulare Wechselwirkungen zwischen Hydroxylgruppe und der
Carbonylgruppe des Acridons sein, wodurch die Hydroxylgruppe abgeschirmt und die Reaktion mit
der Zuckerkomponente erschwert wird. Auffillig ist auch, dass der maximal erreichbare Umsatz

offenbar mit steigender GroBe des Alkohols abnimmt (s. auch Kapitel 3.6.2). Ursdchlich kann aber
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nicht die GroBe des Alkohols fiir eine Verschlechterung des Umsatzes verantwortlich sein, zumal es

sich bei den verwendeten Alkoholen 49 und 52 um sterisch nicht gehinderte, primére Alkohole

handelt.

(L on

1 o f
O

WO G Hg(CN)2 HgBro I o AcO Ac

CH,Cly AcO Ac
OIS
20 h, RT OAc

49 .
AcO Ac \ /\/l/ ° Ohe
AcO AcO WO F
AcO o) (0]
o OAc
OAc
Br
50

51

Schema 31: Helferich-Reaktion von Hepta-O-acetyl-[}p-lactosylbromid (50) mit 10-[5-(4-Hydroxy-2-
buten-1-yloxy)-1-pentyl]-acridin-9(10H)-on (49).

3.6.2 Anbindung mittels ,,Click“~-Chemie

Da es sich sowohl bei dem Anker als auch bei dem Substrat um relativ wertvolle Verbindungen
handelt, sind Reaktionen von besonderem Interesse, die vollstindigen Umsatz liefern, auch ohne
dass einer der beiden Reaktionspartner im Uberschuss eingesetzt werden muss. Die Umsetzung von
Alkinen mit Aziden unter Kupfer(I)-Katalyse zu 1,2,3-Triazolen nach dem Prinzip der ,,Click*-
Chemie® gelingt nicht nur mit dem geforderten hohen Umsatz, sie verlduft zudem chemo- und
regiospezifisch, so dass keine Nebenprodukte auftreten. Die Reaktion wird dariiber hinaus in
wiissrigen Losungsmittelgemischen durchgefiihrt!'"”), was dem Konzept der reversiblen
Festphasensynthese zugute kommt. Zu beachten ist lediglich, dass 1,2,3-Triazole sehr stabil sind
und sich nur unter drastischen Bedingungen spalten lassen (z. B. Oxidation bei hohen
Temperaturen). Da die meisten Produkte eine Abspaltung nicht iiberstehen wiirden, musste eine
leichter spaltbare ,,Sollbruchstelle eingefiihrt werden. Wie auch schon bei der Helferich-Reaktion

wurde dazu auf (Z)-2-Buten-1,4-diol zuriickgegriffen, dessen Doppelbindung sich zur Trennung

vom Anker iiber Ozonolyse spalten lésst.

(£)-2-Buten-1,4-diol wurde zundchst mit Propargylbromid zum Monoether 52 in einer Aubeute von
72 % umgesetzt. 4-(2-Propinyloxy)-(Z)-2-buten-1-ol (52) kann dann iiber eine Helferich-Reaktion

mit der Zuckerkomponente gekuppelt werden.
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___ BT+ HO™__ s OH NaH, THF __ PT\_/ O
_ 17 h, Rickfluss _
72 %
52

Schema 32: Synthese von 4-(2-Propinyloxy)-(Z)-2-buten-1-ol (52).

Bei der anschlieBenden Helferich-Reaktion wurde der Alkohol 52 in 20 prozentigem Uberschuss
eingesetzt. Ansonsten entsprachen die Bedingungen denen fiir die Reaktion mit dem Acridon-
Anker 49. Auch hier blieb die Ausbeute mit 43 % hinter den Ausbeuten zuriick, die bei der Reaktion
mit einfachen primédren Alkoholen erzielt werden konnen. Auch ein groBerer Uberschuss des
Alkohols 52 verbesserte den Umsatz nicht wesentlich. Eine Untersuchung der Ursachen fiir die
schlechten Umsitze bei den Helferich-Reaktionen, die mit den Alkoholen 49 und 52 durchgefiihrt

wurden, steht noch aus.

:_/O—\Z/—OH
AcOPAC Hg(CN)2, HgBr AcOPAC
Ao AcO AcO 5 CH.Cl, ACO AcO AcO 5
m OAc 0 0—=0 O OAC
;
43 %
50 53

Schema 33: Helferich-Reaktion von Hepta-O-acetyl-[Ip-lactosylbromid (50) mit 4-(2-Propinyloxy)-(Z)-2-
buten-1-ol (52).

Um die Reaktionsbedingungen zu optimieren und vor allem auch die Loslichkeit des
Cholesterolankers im wissrigen Reaktionsmedium zu untersuchen, wurden Vorversuche zur
,»Click“-Reaktion mit 1-Azido-2-(50-cholestan-3[}yl)-ethan (40) durchgefiihrt. Als Alkine kamen
Propargylalkohol und Phenylacetylen zum Einsatz. Die iibrigen Reaktionsbedingungen entsprachen
denen diverser Literaturvorschriften!''>!"" mit Erzeugung des Cu(I)-Katalysators in sifu. Die
Ausbeute betrug sowohl fiir [ 1-(2-(50-Cholestan-3[}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methanol (54)
als auch fiir [1-(2-(5LFCholestan-3[}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methanol (55) um 55 %. Bei
,Click“~-Reaktionen ist zu beachten, dass die Kohlenstoft- und Wasserstoffsignale des Triazols im
Roh-NMR ohne zusitzliche Aufarbeitung nicht zu sehen sind, da das als Katalysator eingesetzte
Kupfer Komplexe mit den Stickstoffatomen des Triazols bildet. Aufgrund der paramagnetischen
Natur von Cu(ll) bewirkt dieses in seiner direkten Umgebung eine starke Verkiirzung der

Relaxationszeiten, was in einer erheblichen Verbreiterung der Signale resultiert. Die Anwesenheit
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von wenigen Molprozent Cu(Il) war ausreichend, um die NMR-Signale vollstindig verschwinden

zu lassen. Zur Entfernung der Kupferspuren geniigte eine Filtration iiber Kieselgel.

= TOH

CuSOy4,Na-Asc
tBu-OH, H,0O

24 h, RT
54 %

)=

CuSOy4, Na-Asc

tBu-OH, H20O
24 h, RT
59 %

Schema 34: ,, Click"-Reaktion mit 1-Azido-2-(5[Fcholestan-3[Fyl)-ethan (40).

Die Reaktionen der drei Ankermolekiile mit dem Alkin 53 wurden auf herkdmmliche Art und Weise
in fliissiger Phase durchgefiihrt, da zumindest beim Acridonanker mit Ausbeuteverlusten beim
Waschen der Festphase gerechnet werden musste. Die Stirke der Bindung von Desoxycholsiure-
und Cholesterolanker war noch nicht hinreichend untersucht, um Verluste ausschlie3en zu kdnnen.
Dariiber hinaus sollten die Produkte auch fiir weitergehende HPLC- und Biacore-Messungen zum
Vergleich der Bindungsstarke zur Festphase verwendet werden. Um die hierfiir notwendige Reinheit
der Produkte zu erreichen, war eine chromatographische Aufarbeitung notwendig, die mit den
geschiitzten Lactosederivaten einfacher durchzufiihren war. Gegeniiber den Vorversuchen wurde die
Menge an eingesetztem Katalysator auf 10 mol-% CuSO, bzw. 40 mol-% Ascorbinsdure erhoht, um
den Umsatz zu verbessern. Da alle Edukte nur wenig polar waren, erfolgten die Umsetzungen in

tert.-Butanol/Wasser 6:1 (v/v).

Die ,,Click*“-Reaktionen ergaben gute Ausbeuten zwischen 62 und 85 %. Die hochste Ausbeute
wurde mit 85 % fiir das Desoxycholsdurederivat 57 erzielt. Fiir das an Cholestan gebundene
Lactosid 56 konnte noch eine Ausbeute von 72 % erreicht werden. Mit 62 % fiel die Ausbeute fiir
das Acridonderivat 58 am niedrigsten aus. Die anschlieBende Entschiitzung nach G. Zemplen'"'" mit
Natriummethanolat in Methanol lieferte alle drei Produkte 59, 60 und 61 in 100 prozentiger

Ausbeute.
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AcO Ac
R~ AcO  AcO
N3 + AcO (@) o
o OAc
OAc

_ AP\

CuSO,4 Na-Asc AcO Ac
tBu-OH, H,0

14 h, RT N
N

Jﬁi
HO Ho
NaOMe, MeOH

R. HO ) 0 O

2h,RT ,\Il/\>_/o—\=/—o OH OH
N

Ausbeute

Mse 72 %
e
dg’cf" 57 | 85%

58 62 %

Msg 100 %
e
C&’Ef” 60 100 %

61 100 %

Schema 35: Koordination von Lactose an die verschiedenen Ankermolekiile mittels ,, Click “-Reaktion.

3.6.3 Anbindung mittels Metathese

Eine andere Mdoglichkeit Substrate mit einem Anker zu verkniipfen,
ist die Kreuzmetathese!"*'"”.  Die  hierfiir = bendtigten
Funktionalitidten — endstidndige Doppelbindungen bei Substrat und
Anker — lassen sich &dhnlich leicht einfithren wie das Azid bzw.

Alkin fiir die ,,Click“-Reaktion. Als Zuckerkomponente fand Allyl-
hepta-O-acetyl-[Fp-lactosid (62) Verwendung. Als Anker kamen

drei Acridonverbindungen mit elektronisch unterschiedlichen,

endstdndigen Doppelbindungen zum Einsatz: das Pentenylacridon

CC

NN

48

Abb. 22: 10-(4-Penten-1-yl)-

acridin-9(10H)-on.

48, der Allylether 63 und Acrylamid 64. 48 fiel bei der Synthese von 10-(5-Brom-1-pentyl)-
acridin-9(10H)-on (45) als Nebenprodukt an. Die Umsetzung des Bromids 45 mit Allylalkohol in

THF und NaH als Base ergab den Ether 63 in einer nicht optimierten Ausbeute von 58 %.
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0 HO—~ _ Q
O I O NaH, THF O I O
N 15 h, Riickfluss N
WBr 58 % Wo/\/
45 63

Schema 36: Alkylierung von Allylalkohol mit 10-(5-Brom-1-pentyl)-
acridin-9(10H)-on (45).

Durch Umsetzung des Amids 47 mit Acrylsdurechlorid wurde das elektronenarme Alken 64 in einer
Ausbeute von 73 % erhalten. Erste Versuche bei 0 °C zeigten aufgrund der stark exothermen
Reaktion noch die Bildung von Nebenprodukten, die die Aufreinigung des Produktes erschwerten.
Durch Kiihlung mit Aceton/Trockeneis auf -78 °C konnten Nebenreaktionen weitgehend

unterdriickt werden.

0]

T Cl)j\/ .I
LD e LI

N 2h,-78°C N

W 73 % W j\/

NH; H

47 64

Schema 37: Synthese von 10-(N-Acryloyl-5-aminopentyl)-

acridin-9(10H)-on (64).

Erste Experimente zur Kreuzmetathese erfolgten mit dem Ether 63 sowie dem Lactosid 62 unter in
der Literatur!**'*!l beschriebenen iiblichen Bedingungen in Dichlormethan unter Riickfluss mit dem
Grubbs-Katalysator der zweiten Generation. Nach chromatographischer Trennung des
Produktgemisches wurde das erwartete Kreuzprodukt 65 jedoch nicht erhalten, lediglich ein
Grofiteil des eingesetzten Eduktes 63 wurde zuriickgewonnen neben 13 % des

Homokupplungsproduktes 66.
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0

Ac AcO Ac
AcO
* ACOZ\&OC 0
N ~_0—=0 OAc
OAc

PP

63
Grubbs Il, CH,Cl, y O O
DY
24 h, Ruckfluss AcO
\ N ACOZ‘\&:

\ O/\/\/o

Schema 38: Versuchte Kreuzmetathese zwischen 10-(5-Allyloxy-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (63)
und Allyl-hepta-O-acetyl-[1p-lactosid (62).

Bei der Aufbewahrung des ,,Dimers“ 66 zeigte sich, dass bei unvollstindiger Entfernung des
Metathesekatalysators eine langsame Zersetzung des Produktes eintritt. Eine chromatographische
Aufarbeitung reichte fiir das Abtrennen der Rutheniumverbindungen allein nicht aus, da diese, wenn
auch nur in Spuren, mit dem Produkt coeluieren. Durch Zusatz von Oxidationsmitteln wie DMSO
oder Triphenylphosphinoxid'*?, Blei(IV)-acetat!'*! oder Tris-(hydroxymethyl)-phosphin!'** kann der
Katalysatorkomplex zerstdrt und so das Ruthenium {iber chromatographische Verfahren oder im
Falle von Tris-(hydroxymethyl)-phosphin extraktiv entfernt werden. Aufgrund seiner Giftigkeit
schied eine Verwendung von Blei(IV)-acetat aus. Tris-(hydroxymethyl)-phosphin ist teuer und das
Verfahren zum Abtrennen des Katalysators verglichen mit den anderen Methoden aufwendig.
Entsprechend wurde der Reaktionsmischung vor der chromatographischen Aufarbeitung
vorzugsweise DMSO bzw. Triphenylphosphinoxid zugesetzt. In beiden Féllen konnten weder (stark
gefiarbte) Rutheniumverbindungen im Produkt nachgewiesen, noch konnte eine Zersetzung des

Produktes beobachtet werden.

Da bei der Kreuzmetathese die relative Elektronendichte der beteiligten Alkene eine entscheidene
Rolle spielt, wurden Versuche zur Umsetzung des bei der Alkylierung von Acridon als

Nebenprodukt anfallenden, elektronenreicheren Alkens 48 mit dem Allylglycosid 62 unternommen.
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Unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie zuvor fand hier keinerlei Reaktion statt. Auch

Homokupplungsprodukte der einzelnen Reaktionspartner konnten nicht identifiziert werden.

1
A Ac Ac
AcO
T meozg gt Lo
N A~ _0—=0 OAc
o~ OAc
62

48
0

Grubbs I, CH,Cl,
Il
24 h, Ruckfluss N ACO  AcO
OAc
OAc

67

Schema 39: Kreuzmetathese zwischen 10-(4-Penten-1-yl)-acridin-9(10H)-on (48) und
Allyl-hepta-O-acetyl-[Fp-lactosid (62).

Bei den bisher eingesetzten Acridonderivaten 48 und 63 weisen die Doppelbindungen eine éhnliche
Elektronendichte auf wie die Doppelbindung des Allyglycosids 62. Die fiir die folgenden
Experimente eingesetzten Acrylsdurederivate sind aufgrund der negativen induktiven und
mesomeren Effekte deutlich elektronendrmer, was die gewlinschte Metathesereaktion begiinstigt. In
der Tat zeigten Vorversuche mit Acrylsduremethylester unter ansonsten unveranderten Bedingungen
bereits nach zwei Stunden vollstindigen Umsatz. Nach Zerstorung des Katalysatorkomplexes mit
DMSO und chromatographischer Aufarbeitung konnte 68 % (E)-4-(Hepta-O-acetyl-L}p-1-
lactosyl)-2-butensduremethylester (68) isoliert werden. Analog verlief die Reaktion mit dem
Acridonderivat 64: Nach 1.5 Stunden war die Reaktion beendet und ergab das
Heterokupplungsprodukt 69 in einer Ausbeute von 44 %. Die im Vergleich zu 68 niedrigere
Ausbeute ist auf Verluste bei der chromatographischen Aufarbeitung des relativ polaren Amids

zuriickzufiihren.
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Ac Ac
AO AcoT P Grubbs 11, CH,Cly ACO Ao
P Aécmo ° 2 h, Riickfl 8 Lo
OA . Riickfluss 0A
Z OAC ¢ MeO OAC ¢
68 %
62 68

I
AcO AC e
A
* Acozﬁ:éo 0]
W J\/ OAc
H 62
64

Grubbs I, CH2C|2 I
(LIS N
1.5 h, Riickfluss N ACO AcO  AcO 5
4% WNj\/VO o % A OAc
H Cc
69

Schema 40: Kreuzmetathese zwischen Allyl-hepta-O-acetyl-[1p-lactosid (62) und Acrylsduremethylester
(oben) bzw. 10-(N-Acryloyl-5-aminopentyl)-acridin-9(10H)-on (64) (unten).

Neben einer Optimierung der Aufarbeitung ist eine weitere Steigerung der Ausbeuten durch
Verbesserungen der Reaktionfiihrung moglich. Die eingesetzten Acrylamide neigen zur
Polymerisation, was unter den Reaktionsbedingungen zu Nebenprodukten fiihrt. Hier besteht die
Moglichkeit, die Reaktion bei niedrigeren Temperaturen durchzufiihren oder einen Radikalfanger

zZuzusetzen.

3.6.4 Zusammenfassende Betrachtung

Von den drei in diesem Kapitel untersuchen Reaktionen eignen sich nur zwei zur routineméafigen
Anbindung von Zuckersubstraten: die ,,Click*“-Reaktion von Propargylglycosiden und die Metathese
mit Allyglycosiden. Auch wenn bei der Helferich-Reaktion durch Optimierung der Bedingungen
doch noch eine Umsetzung erreicht werden konnte, sprechen doch der hohe Syntheseaufwand und

der Einsatz schwermetallhaltiger Reagenzien in stochiometrischen Mengen gegen diese Methode.

Als Vorteile der Metathesereaktion sind die leichte Spaltbarkeit und, bei Spaltung durch Metathese
mit Ethen, die gute Wiederverwendbarkeit des Ankermaterials zu sehen. Zudem sind die benétigten
endstindigen Alkene leicht sowohl in das Substrat als auch in das Ankermolekiil einzufiihren.

Lediglich die Aufbewahrung des fiir die Metathesereaktion bendtigten Acrylamids (Ester wéren
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unter vielen Reaktionsbedingungen nicht ausreichend stabil) wird durch dessen Neigung zur
Polymerisation vor allem unter Lichteinwirkung erschwert. Um die Stirke der Bindung zur
Festphase einschétzen zu konnen, wurden die R~Werte auf Kieselgel herangezogen. Demzufolge
besitzt die Amidbindung einen malgeblichen Einfluss auf die Gesamtpolaritit der Anker-Substrat-
Einheit. Die Polaritdt von 69 ist hierbei wesentlich hoher als fiir das mittels ,,Click*“-Reaktion
hergestellte 58. Auch nach dem Entschiitzen wies 61 noch einen hoheren R~Wert auf als das
peracetylierte 69 (s. Tabelle 4). Die Bindung an die Festphase sollte demzufolge fiir die mittels

Metathesereaktion gebundenen Substrate wesentlich schlechter ausfallen.

Tabelle 4:Vergleich der Rf-Werte der Triazole 58 und 61 mit dem Amid 69.

R~Wert
CHCI;:MeOH =20:1 CH:EE=1:4
Amid 69 (peracetyliert) 0.24 0.00
Triazol 58 (peracetyliert) 0.95 0.46
Triazol 61 0.86 0.06

Bei den bei der ,,Click“-Reaktion entstehenden basischen Triazolen wurde vermutet, dass sich mit
sauren Substraten lonenpaare bilden konnen, die die Bindung zur Festphase negativ beeinflussen.
Aufgrund der hohen Polaritit der Amidbindung sollten sie dennoch die bessere Alternative
darstellen. Dariiber hinaus besitzt diese Methode noch weitere Vorteile. Die beteiligten
funktionellen Gruppen — das Alkin und das Azid — sind relativ stabil, so dass eine Aufbewahrung
des mit der entsprechenden Funktionalitit versehenen Substrates bzw. Ankermaterials problemlos
moglich ist. Die ,,Click*“-Reaktion zur Anbindung ist dulerst selektiv, so dass andere funktionelle
Gruppen nicht stéren. Zudem werden ausschlieBlich preiswerte Chemikalien benétigt. Von Nachteil
ist lediglich die schon zuvor diskutierte schlechte Spaltbarkeit des Triazols, die durch Einfiihrung

einer zusdtzlichen Doppelbindung kompensiert werden musste.

3.7 Synthese von Triazolen liber Tandemreaktion

3.7.1 Einleitung

Uber die ,,Click“-Reaktion lassen sich 1,2,3-Triazole leicht und in hohen Ausbeuten

[116,125]

synthesieren. Die dafiir notwendigen Azide miissen zuvor in einem zusidtzlichen

Syntheseschritt hergestellt und aufgearbeitet werden. Die meisten organischen Azide sind zwar



3. Allgemeiner Teil 64

relativ stabil, kleine Molekiile mit mehreren Azidfunktionen konnen jedoch durchaus instabil und
dementsprechend schwierig in ihrer Handhabung sein.!**'*"! Die Azidfunktion selbst zersetzt sich
mit der Zeit durch Einwirkung von Licht oder Hitze, so dass eine ldngerfristige Aufbewahrung nicht
unproblematisch ist. Hier stellt die Erzeugung der Azide in situ eine interessante Alternative dar,
wodurch nicht nur der zusitzliche Aufarbeitungsschritt wegfillt, sondern auch eine Lagerung der
Azide unnoétig wird. Frithere Arbeiten auf diesem Gebiet befassten sich schwerpunktméfig mit der
Substitution von Alkyl- oder Arylhalogeniden mit anschlieBender 1,3-dipolarer Cycloaddition des
Alkins in einer 1-Topf-Reaktion. A. K. Feldman et al.''*”! generierten die organischen Azide durch

Substitution des lods in Aryl- und Vinyliodiden (s. Schema 41). Auch Alkyl- und

128] 129]

Benzylhalogenide!* und Bromglycoside!'"! wurden bereits erfolgreich in Tandemreaktionen dieser

Art eingesetzt.

| \ NaN, (1.2 eq) |/\1$N
AN CuSO, Na-Asc, Na,CO, L-Pro \)\\
(j/ ’ N - — - N N—"
N ~ DMSO:H,0 9:1 |
60 °C N

Schema 41: Beispiel fiir eine 1-Topf-Reaktion.!"*”

Bislang nicht untersucht wurde die Mdglichkeit, die organischen Azide in situ durch Michael-
Addition von Azid an [l [JFungesittige Carbonylverbindungen herzustellen. Die Michael-Addition
von anorganischem Azid ist literaturbekannt — als prominentes Beispiel sei

die Synthese des in der HIV-Therapie eingesetzten Reverse-Transkriptase-

Hemmers Azidothymidin (AZT) genannt.!*” Die Produkte neigen jedoch | i-l
meist zur Eliminierung von Stickstoffwasserstoffsdure, was sowohl die HO N 0
isolierbare Ausbeute beschrinkt als auch eine Lagerung erschwert. Eine ©
direkte Umsetzung zum 1,2,3-Triazol in einer Tandemreaktion wiirde zu

N3

einem stabilen Produkt fiilhren und damit die Riickreaktion der reversiblen
Michael-Addition verhindern. Dadurch sollten auch bei der vorgelagerten Abb. 23: AZT.

Additionsreaktion héhere Ausbeuten mdoglich sein.

Die Bedingungen, bei denen die Michael-Addition tiblicherweise durchgefiihrt wird, sprechen fiir
eine Kompatibilitdit mit der ,,Click“-Reaktion. Als Azidquelle wird Natriumazid in waissriger

Essigsdure eingesetzt, um die fiir die Reaktion notige Stickstoffwasserstoffsdure zu generie-

131,130,132
n.!

re I Zur Aktivierung der Carbonylverbindung kann zusitzlich Triethylamin in katalytischen
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1331 Lediglich der benétigte hohe Uberschuss an anorganischem Azid

Mengen zugegeben werden.!
konnte in einer Nebenreaktion zur Bildung von N-H-Triazolen fithren. Andere Experimente, in
denen die Cycloaddition als Teil einer Eintopfreaktion mit iiberstochiometrischem
Natriumazidanteil durchgefiihrt wurde, deuteten jedoch darauf hin, dass anorganisches Azid nicht an

der kupferkatalysierten Reaktion teilnimmt."**!

3.7.2 Michael-Addition

Zur Anpassung der Michael-Addition an die Bedingungen der ,,Click“-Reaktion mussten zunichst
geeignete Modellverbindungen ausgewéhlt werden, die nicht nur leicht zuginglich sind, sondern
auch eine einfache Reaktionskontrolle mittels DC erlauben. Die Wahl fiel auf Acrylsdurebenzylester
(70) und 2-Cyclohexen-1-on (71). Beide Verbindungen weisen einen Siedepunkt auf, der hoch
genug ist, um quantifizierbare = Diinnschichtchromatogramme erstellen zu  konnen.

Acrylsdurebenzylester (70) ist dartiber hinaus UV-aktiv, so dass ein Anfarben nicht notwendig ist.

Fiir Acrylsiurebenzylester (70) konnte mit 1.5-fachem Uberschuss an Natriumazid in 50 prozentiger
Essigsiure im Verlauf von mehreren Tagen Umsatz beobachtet werden.!”" Nach
chromatographischer Aufarbeitung wurden 73 % 3-Azidopropionsdurebenzylester (72) erhalten, der
unter anderem mit Benzylalkohol verunreinigt war. Da der Acrylsdureester unter den
Reaktionsbedingungen offenbar partiell hydrolysiert, war er fiir die weiteren Experimente

ungeeignet.

NaN,

X .

\)J\O H,O/AcOH 1:1 _ Ng/\)l\o
24 h, RT

70 73% 72

Schema 42: Michael-Addition von Azid an Acrylsdurebenzylester (70).

Erste Versuche mit 2-Cyclohexen-1-on (71) zeigen auch nach mehreren Tagen auf dem DC keinerlei
Umsatz. Durch Nachdosieren von Natriumazid und Essigsdure und Erhohung der
Reaktionstemperatur wurde keine Verbesserung erzielt. Auch der Zusatz von Triethylamin oder
DBU zur Aktivierung der Carbonylverbindung fiihrte zu keinem sichtbaren Erfolg. Dass das Keton
71 iiberhaupt nicht umgesetzt wird, erschien unwahrscheinlich, so dass die Ergebnisse der

Reaktionskontrolle angezweifelt wurden. Es stand jedoch kein 3-Azido-cyclohexan-1-on (73) als
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Vergleichssubstanz zur Verfiigung, um dessen Lauf- und Firbeeigenschaften auf dem DC zu
untersuchen. Zur Synthese des Azids 73 wurde 2-Cyclohexen-1-on (71) nach einer Vorschrift von D.

J. Guerin et al.l*¥

unter wasserfreien Bedingungen mit Trimethylsilylazid (TMS-Azid) umgesetzt.
Die in der Literatur beschriebenen Umsédtze und Ausbeuten sind hierbei hoher als bei der analogen
Reaktion im wissrigen Milieu. Zudem erschien eine Retro-Michael-Reaktion in Konkurrenz zur
Addition weniger wahrscheinlich. Nach 18 h Riihren bei RT farbte der Eduktfleck auf dem DC mit
Anisaldehydreagenz nicht mehr violett sondern rot, was auf die Anwesenheit eines geséttigten
Ketons hinwies. Nach extraktiver Aufarbeitung wurde ein Gemisch von 3-Azido-cyclohexan-1-on
(73) als Hauptprodukt und dem Edukt 71 erhalten. Aus den "“C-NMR-Daten ergab sich ein

Verhaltnis von 73:71 von etwa 7:1.

0 0O
TMS-Ns, AcOH, NEt,
CH,Cl,
18 h, RT N,
71 100 % (73:71 7:1) 73

Schema 43: Michael-Addition von TMS-Azid an 2-Cyclo-
hexen-1-on (71).

Mit Hilfe des synthetisierten Azids 73 war nun die Suche nach einem geeigneten Laufmittel
moglich. In reinem Essigester zeigten 71 und 73 einen hinreichenden Unterschied ihrer R~Werte,
um eine effiziente Reaktionskontrolle und damit eine Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir
das wissrige System durchfiihren zu kénnen. Als optimal erwies sich ein fiinffacher Uberschuss an
Natriumazid und eine entsprechende Menge Essigsdure im Losungsmittel 2-Propanol/Wasser 1:1
(v/v). Durch Zusatz von Triethylamin oder DBU konnte zwar keine Verbesserung des Umsatzes,
jedoch eine drastische Verkiirzung der Reaktionszeit erreicht werden. Weiterhin zeigte sich, dass die
Reihenfolge, in der die Reagenzien zusammengegeben werden, einen entscheidenden Einfluss auf
den Reaktionsverlauf hat. Wird insbesondere 2-Cyclohexen-1-on (71) nicht zum Schluss zugegeben,
entstehen innerhalb weniger Minuten Nebenprodukte, was diinnschichtchromatographisch und auch
anhand einer Farbverdnderung der Reaktionsmischung zu beobachten ist. Bei der Aufarbeitung ist
zu beachten, dass die Essigsdure nicht durch Waschen mit gesittigter NaHCO;-Losung entfernt
werden kann, da dies zur sofortigen Eliminierung von Stickstoffwasserstoffsdure zum [}
ungesittigten Keton 71 flihrt. Auch hier konnte das Azid 73 nur im Gemisch mit dem Keton 71

erhalten werden. Das aus NMR-Daten ermittelte Verhéltnis von 73:71 lag hier bei 5:1.
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NaN,, AcOH, NEt,
iPr-OH/H,0 1:1

24 h, RT
N3
71 98 % (73:71 5:1) 73

Schema 44: Michael-Addition von Azid an 2-Cyclo-
hexen-1-on (71) im Wissrigen.

Das Produkt 73 lie sich auch durch chromatographische Aufreinigung nicht rein erhalten. Bereits
wihrend der Trennung fand die Abspaltung von Stickstoffwasserstoffsidure in einer Retro-Michael-
Reaktion statt, so dass auch das vom Edukt getrennte Azid 73 wieder 2-Cyclohexen-1-on (71)
enthielt.

3.7.3 ,,Click“-Reaktion

Um zu verifizieren, dass eine ,,Click“-Reaktion auch unter den sauren Bedingungen der Michael-
Addition moglich ist, wurde das bereits erfolgreich eingesetzte 1-Azido-2-(50-cholestan-3[}Fyl)-
ethan (40) mit Phenylacetylen unter Zusatz verschiedener Sauren umgesetzt. Im Einzelnen kamen
hier Essigsdure, Ascorbinsdure und Ammoniumsulfat/Schwefelsdure bei einem pH-Wert von etwa 2
zum Finsatz. Die Reaktionen wurden sowohl in tert.-Butanol/Wasser 1:1 (v/v) als auch in 2-
Propanol/Wasser 1:1 (v/v) als Losungsmittel durchgefiihrt. In keinem Fall konnte eine signifikante

Verschlechterung des Umsatzes beobachtet werden.

Um die Reaktivitit sekundérer Azide beziiglich kupferkatalysierter Cycloadditionen zu untersuchen,
wurde ein Kontrollexperiment mit dem zuvor synthetisierten 3-Azido-cyclohexan-1-on (73)
durchgefiihrt. Durch Reaktion mit Phenylacetylen unter Kupfer(I)-Katalyse wurde 3-(4-
Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-cyclohexan-1-on (74) in einer Ausbeute von 59 % erhalten.

CuSO,, Na-Asc
tBu-OH, H,0
+ :—< >
24h, RT
’ N™ N
N3 \/>/O

- 59 % N=N

Y

Schema 45: Cycloaddition zwischen 3-Azido-cyclohexan-1-on (73) und Phenylacetylen.
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3.7.4 Tandemreaktion

Nachdem die vorangegangenen Experimente eine prinzipielle Kompatibilitdt beider Teilreaktionen
bestitigten, wurde die Moglichkeit untersucht, die Synthesen gemeinsam als Tandemreaktion
durchzufiihren. Hierfiir wurden alle bendtigten Reaktanden — also Natriumazid, Essigséure,
Triethylamin, Kupfer(Il)-sulfat und Natriumascorbat — mit den Edukten 2-Cyclohexen-1-on (71)
und Phenylacetylen in fert.-Butanol/Wasser 1:1 (v/v) zusammengebracht. Nach 24 h wurden die
polaren Bestandteile durch Extraktion und Filtration {iiber Kieselgel entfernt und das
Produktgemisch NMR-spektroskopisch untersucht. Hierbei zeigte sich, dass zwar das
Zwischenprodukt 73 entstanden war, die anschlieBende Cycloaddition zum Endprodukt 74 jedoch
nicht stattgefunden hatte (s. Abb. 24). In der Literatur'*” wird bei solchen Eintopfreaktionen die
Bildung von N-H-Triazolen beschrieben, wenn die erste Reaktion zum organischen Azid nur

langsam erfolgt. Ahnliches wurde im vorliegenden Fall jedoch nicht beobachtet.
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Abb. 24: P C-NMR-Spektrum der Tandemreaktion: 2-Cyclohexen-1-on (71, griin), 3-Azidocyclohexan-1-
on (73, blau), Phenylacetylen (rot).

Da auch eine Variation der Reaktionsparameter Zeit und Temperatur nicht zum gewiinschten
Ergebnis fiihrte, wurde der Einfluss von Natriumazid auf die Cycloaddition ndher untersucht. Das
schon zuvor verwendete 1-Azido-2-(5U-cholestan-3[}Fyl)-ethan (40) wurde mit Phenylacetylen unter
Standardbedingungen umgesetzt, wobei der Reaktionsmischung zusitzlich noch Natriumazid
zugesetzt wurde. Zur Kontrolle wurde eine zweite Reaktion ohne Natriumazid parallel

durchgefiihrt. Der Zusatz von Natriumazid flihrte zu einem vollstdndigen Ausbleiben der
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Cycloaddition, wihrend die Referenzreaktion Umsatz zum Produkt 55 zeigte. Da sowohl hier als
auch bei der Tandemreaktion keine Produkte aus Konkurrenzreaktionen, wie zum Beispiel die schon
erwidhnten N-H-Triazole, gefunden wurden, war von einer Inhibierung der Reaktion durch
Natriumazid auszugehen. Ahnliche Beobachtungen machten auch V. O. Rodionov et al.'**], die

einen inhibierenden Effekt von im Uberschuss eingesetztem Benzylazid feststellten.

Um den inhibierenden Einfluss weiter zu untersuchen und Moglichkeiten zu dessen Unterdriickung
zu finden, wiren detaillierte kinetische Messungen notwendig, die {iber den Rahmen dieser Arbeit
hinausgehen. Die Inhibition sollte sich jedoch verringern lassen, indem weniger Aquivalente an
Natriumazid eingesetzt werden, zumal Tandemreaktionen schon erfolgreich!™*™'**'*! mit einem
Aquivalent Natriumazid durchgefiihrt wurden. Die hierdurch zu erwartende Verringerung des
Umsatzes der Michael-Addition sollte durch die Weiterreaktion des organischen Azides in der
Cycloaddition abgefangen werden, so dass das Gleichgewicht insgesamt zur Produktseite hin
verschoben wiirde. Es wurden verschiedene Versuche unternommen, die Michael-Addition mit
niedrigerem Natriumazidanteil durchzufiihren. Ein Umsatz zum Azid 73 konnte jedoch nicht
beobachtet werden. Auch bei der Eintopfreaktion blieb die Bildung des organischen Azids aus.
Experimente mit einem Aquivalent TMS-Azid unter wasserfreien Bedingungen — die Cycloaddition
wiirde dann nach der Zugabe von Wasser in einem zweiten Reaktionschritt durchgefiihrt — zeigten

ebenfalls keinen Umsatz.

Zum Erfolg fiihrte letztendlich die Erhohung des Anteils an Kupfer(I)-Katalysator. Nach 24 h zeigte
die Tandemreaktion mit einem Aquivalent Kupfersulfat/Natriumascorbat und wie zuvor fiinf
Aquivalenten Natriumazid/Essigsiure bezogen auf 2-Cyclohexen-1-on (71) im DC vollstindigen
Umsatz zum Azid 73. Das DC zeigte zudem ein neues UV-aktives Produkt, dessen R~Wert dem des
Triazols 74 entsprach. Nach Abtrennung des Katalysators konnte im NMR dann 3-(4-
Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-cyclohexan-1-on (74) im Gemisch mit dem Edukt 71 sowie dem Azid
73 nachgewiesen werden. Die Auswertung der Signalintensititen im “C-NMR ergab fiir 71:73:74
ein Verhiltnis von etwa 1:4:2 (s. Abb. 25).
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o NaN,, AcOH, NEt, O
CuSO,, Na-Asc
L i:: tBu-OH, H,O
+ — L
24 h, RT Nw
71 N=N
74

Schema 46: Tandemreaktion: 74 wurde im Gemisch mit den Zwischenprodukt 73 und dem
Edukt 71 erhalten.

Der vergleichsweise niedrige Umsatz der Cycloaddition ist auf mehrere Faktoren zuriickzufiihren.
Zum einen war das Reaktionsgemisch aufgrund der hohen Salzfracht heterogen, so dass eine
optimale Durchmischung der einzelnen Komponenten nicht gegeben war. Dieses Problem lie3e sich
durch Vergroferung der Losungsmittelmenge oder auch eine andere Zusammensetzung des
Losungsmittelgemisches beseitigen. Zudem konnte nach 24 h kein Phenylacetylen mehr im
Reaktionsgemisch nachgewiesen werden, was auf die Fliichtigkeit der Komponente zuriickzufiihren

ist. Auch dieser Umstand fiihrte zu einer Verringerung des erreichbaren Umsatzes.
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SN 20833
T 19958

T 147.35
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Abb. 25: B C-NMR-Spektrum der Tandemreaktion: 2-Cyclohexen-1-on (71, griin), 3-Azidocyclohexan-1-
on (73, blau), 3-(4-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-cyclohexan-1-on (74, rot).

Dariiber hinaus lassen sich noch weitere Optimierungen an der Reaktionsfiihrung durchfiihren.
Zunichst wire die fiir akzeptable Reaktionsgeschwindigkeiten notwendige Katalysatormenge zu

bestimmen, da dquimolare Mengen hier vermutlich nicht notwendig sind. Eine weitere Reduktion
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des Anteils an Katalysator konnte durch den Einsatz geeigneter Liganden erreicht werden. Im
Hinblick auf den geringen Preis von Kupfersulfat und Natriumascorbat birgt dies jedoch nicht

unbedingt einen 6konomischen Vorteil.

3.8 Vergleich der Anker

3.8.1 Einleitung

Um die Leistungsfdhigkeit der neuen Ankermolekiile zu beurteilen, wurde deren Bindungsstirke an
RP-Kieselgel im Vergleich zum Acridonanker bestimmt. Neben den Ankermolekiilen selbst wurden
auch zwei weitere Einflussgrofen auf die Bindung zur Matrix untersucht: das im Zweiphasensystem
verwendete Losungemittel und die Polaritit des gebundenen Substrates. Hierzu war eine
Methodenentwicklung sowie die Synthese der Analyten, das heiflit die Kupplung geeigneter

Substrate an die Ankermolekiile, notwendig.

3.8.2 Einfluss des Losungsmittels

3.8.2.1 Methodik

Im Folgenden sollte der Einfluss des Losungsmittels auf die Bindungsstirke zum als Festphase
verwendeten RP-Kieselgel flir die beiden im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Ankermolekiile
bestimmt und mit der von Acridon verglichen werden. Systembedingt ist die Anderung der
Bindungsstirke in Wasser bei steigendem Anteil an verschiedenen géngigen organischen
Cosolvenzien von besonderem Interesse. Erste Messungen zur Wechselwirkung zwischen
Adsorptiven und Adsorbenzien wurden bereits Anfang des letzten Jahrhunders von 1. Langmuir!"*®!
durchgefiihrt, der auch der Namensgeber der durch Variation der Konzentration des Adsorptiv bei
konstanter Temperatur erhaltenen Langmuir-Adsorptionsisothermen ist. Die Bestimmung solcher
Isothermen gehort heute zur Ausbildung im chemischen Bereich und kann bereits mit einfachen
Mitteln wie der Ermittlung der Gleichgewichtskonzentration in der fliissigen Phase eines
fest/fliissig-Systems durch Titration erfolgen. Universellere Methoden greifen heute auf die
Moglichkeiten der modernen instrumentellen Analytik zurliick und reichen von UV/vis-

138]

Spektroskopie!” iiber chromatographische Verfahren wie GC!"** und Frontalanalyse!**'*" bis hin

zu Mikrofiltration mit anschlieBender TOC-Bestimmung!*'"!. Allen diesen Methoden ist gemeinsam,



3. Allgemeiner Teil 72

dass nach der Einstellung des Gleichgewichts die verbleibende Konzentration des Adsorptivs in der

Fliissigphase gemessen wird.

Da im vorliegenden Fall lediglich der relative Vergleich verschiedener Adsorptive in
unterschiedlichen Phasensystemen von Interesse war, wurde auf die Ermittlung der Isothermen
verzichtet und die Verteilung des Ankers zwischen fester und fliissiger Phase bei nur einer
Konzentration bestimmt. Hierzu wurden definierte Stoffmengen des Ankers mit RP-Kieselgel und
verschiedenen  wissrigen  Losungsmittelgemischen  zusammengebracht. Die Lage des
Gleichgewichtes kann darauthin nach Filtration einfach durch die Bestimmung der
Ankerkonzentration in der fliissigen Phase ermittelt werden. Von den zuvor genannten Methoden
eignen sich hierfiir insbesondere die UV/vis-Spektroskopie bzw. Photometrie. Die hierfiir bendtigte
chromophore Gruppe ldsst sich iiber die Anbindung eines entsprechenden Substrates an die
Ankermolekiile einfiihren. Fiir andere Methoden wie Titration oder Gravimetrie wire die
vollstindige Entfernung von Cosolvenzien vor der Messung notwendig, was im Fall von DMSO

oder DMF mit hohem Aufwand verbunden ist und weitere Fehlerquellen birgt.

Eine grofere Herausforderung stellten die photometrischen Messungen selbst dar, da die
spektroskopischen Eigenschaften eines Chromophors vom Ldsungsmittelsystem abhidngt. Dariiber
hinaus weist das Losungsmittel noch eine Eigenabsorption auf. Fiir jede Messung ist eine Referenz
mit identischer Losungsmittelzusammensetzung unabdingbar, evtl. miissen sogar mehrere
Kalibrationsgeraden fiir jeden Anker erstellt werden. Um diesen zusétzlichen Aufwand zu
vermeiden und Messfehler moglichst gering zu halten, erfolgte die Bestimmung der
Konzentrationen iiber HPLC. Auf diese Weise wurden die unterschiedlichen Losungsmittelgemische

vor der eigentlichen UV/vis-Messung chromatographisch abgetrennt.

3.8.2.2 Synthese der Analyten

Die Stirke der Bindung an die Festphase der neuen Anker sollte mit der von Acridon verglichen
werden. Da fiir den Acridonanker noch keine quantitativen Messungen dieser Art existierten, wurde
dieser mit denselben Substraten koordiniert wie auch der Cholesterol- und der

Desoxycholsdureanker, um den Einfluss unterschiedlicher Substrate ausschlieBen zu kdnnen.

Wihrend der Acridonanker selbst bereits einen UV- und fluorenszenzaktiven Chromophor bildet,
mussten beide im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Anker erst mit einem entsprechend

detektierbaren Substrat koordiniert werden. Dieses Substrat sollte nicht nur chromophore
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Eigenschaften besitzen, sondern zudem auch kommerziell o NCS
verfliigbar und preisgiinstig sein, da flir die Messungen D
relativ groe Mengen bendtigt werden. Eine Wieder- O

verwendung ist wirtschaftlich nicht sinnvoll und beschriankt

O
o
I

zudem die Anzahl der parallel oder in schneller Folge HO
durchfiihrbaren Messungen. Um eine storende eigen-

stindige Affinitdt des Fluorophors an die Festphase zu SOsH

HoN
vermeiden, waren dariiber hinaus hydrophile Farbstoffe 2 OO
gefragt. Diese Bedingungen schrinkten die Auswahl an

moglichen fluoreszenzaktiven Komponenten stark ein. Die

SO3H

Abb. 26: Fluoresceinisothiocyanat
meisten kommerziell erhidltlichen Farbstoffe weisen eher (Isomer 1) und 7-Amino-1,3-

einen lipophilen Charakter und zudem einen relativ hohen naphthalindisulfonsdure.
Preis auf. Zur Fluoreszenzmarkierung der Anker kamen
dementsprechend vorzugsweise Fluoresceinisothiocyanat (Isomer 1) und 7-Amino-1,3-

naphthalindisulfonsdure in Frage.

Um die Eignung von Fluoresceinisothiocyanat zu tiberpriifen, wurde es modellhaft mit 301 12[F
Dimethoxy-5[Fcholan-24-ylamin (43) umgesetzt. Die Reaktion erfolgte in einer Mischung von
wasserfreiem THF und Ethanol unter Zusatz von Triethylamin.!"* Bei einem Verhiltnis der beiden
Edukte von 1:1 wurden weniger als 50 % zum Produkt umgesetzt, was eine Verwendung von
Fluoresceinisothiocyanat als Fluorophor aus mehreren Griinden ausschloss. Es wéren mehrere
Gramm des relativ teuren Farbstoffes notwendig gewesen, um alle drei Ankermolekiile in den
benoétigten Mengen umzusetzen. Weitere chromatographische Aufarbeitungsschritte zur Entfernung
nicht umgesetzter Edukte hétten zudem nicht nur den Syntheseaufwand weiter erh6ht, sondern auch

die Ausbeuten weiter verringert.

Mit 7-Amino-1,3-naphthalindisulfonsdure stand nicht nur ein preisgilinstigerer Fluorophor als
Fluoresceinisothiocyanat zur Verfiigung, aufgrund der beiden Sulfonsduregruppen ist er auch
wesentlich polarer. Versuche zur Anbindung wurden iiber N-Alkylierung bzw. reduktive Aminierung
der Aminofunktion des Farbstoffs unternommen. Die Alkylierung wurde in Ethylenglykol-
dimethylether (Glyme) mit Triethylamin als Base und 3], 12[}-Dimethoxy-5}cholan-24-ylmesylat
(39) als Alkylierungsmittel durchgefiihrt. Die reduktive Aminierung erfolgte in Anlehnung an eine
Vorschrift von K. B. Lee et all"¥! mit 30 12[FDimethoxy-24-oxo-5Fcholan (75) und

Natriumborhydrid. Auf den in der Literatur beschriebenen 160-fachen Uberschuss an 7-Amino-1,3-
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naphthalindisulfonsdure wurde verzichtet und die beiden Reaktanden im Verhéltnis 1:1 eingesetzt.
Statt in Wasser wurde die Reaktion in 2-Propanol durchgefiihrt. Bei beiden Varianten konnte
keinerlet Umsatz beobachtet werden, das gewiinschte Produkt N-(30L112[FDimethoxy-5C}F
cholan-24-yl)-7-aminonaphthalin-1,3-disulfonsdure (76) konnte dementsprechend nicht erhalten
werden. Erkldren l4sst sich das negative Ergebnis aus dem Umstand, dass 7-Amino-1,3-
naphthalindisulfonsdure lediglich in Wasser oder stark wasserhaltigen Losungsmittelgemischen

16slich ist, wihrend sich 39 und 75 in wéssrigen Losungsmitteln nicht oder nur schlecht 19sen.

MeQ

OMs NEts, Glyme
24 h, Ruckfluss

MeO"
H2N
' OO SOsH HO3S
MeQ N
: A MeO'
o] /H"
NaBH,, iPrOH
. 24 h, Rickfluss
MeO"

75

Schema 47: Reduktive Aminierung und Alkylierung von 7-Amino-1,3-naphthalindisulfonsdure.

Da fiir die HPLC-Messungen ohnehin kein Fluoreszenzdetektor zur Verfligung stand, erschienen
weitere Experimente zur Synthese von fluoreszenzaktiven Analyten zu aufwendig. Mit einfachen
UV-aktiven Verbindungen sollten sich &dhnliche Ergebnisse mit wesentlich geringerem
Syntheseaufwand erzielen lassen. Als einfache, kostengiinstige Verbindung, die zudem leicht mit
den Aminlinkern der Ankermolekiile zur Reaktion gebracht werden konnte, kam
Maleinsdureanhydrid zum Einsatz. Die bei der Kupplung entstehende Carbonsdure spiegelt dariiber
hinaus gut die Polaritdt und Hydrophilie der iiber die Methode der reversiblen Festphasensynthese
iiblicherweise umgesetzten Substrate wider. Zur Synthese der Maleinsduremonoamide wurden die
Amine 42, 43 und 47 mit Maleinsiureanhydrid in wenig Chlorofom zur Reaktion gebracht.!'*¥
Wihrend die Edukte gut im Losungsmittel 16slich sind, fallen die Produkte wihrend der Reaktion

aus und konnen einfach abfiltriert werden. Um den hohen Anspriichen an die Reinheit der folgenden

HPLC-Messungen zu geniigen, wurden die Produkte noch einer chromatographischen Reinigung
unterzogen.  N-(2-(5[}Cholestan-3[}+yl)-ethyl)-maleinsduremonoamid (77) und N-(3LL12[0F-

Dimethoxy-5[Fcholan-24-yl)-maleinsduremonoamid (78) wurden in sehr guten Ausbeuten von 94 %
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bzw. 92 % erhalten. Das Acridonderivat 47 lieferte das entsprechende Maleinsduremonoamid 79 in

einer guten Ausbeute von 83 %.

R Produkt | Ausbeute
0,
. \ M 77 94 %
CHCl, H /= /
/NHZ + 0. | —_— /N~<_>:O weo y
R 2h, RT R 0O M 78 92 %
A
O MeO
79 83 %
W/

Schema 48: Synthese der Maleinsdureamide.

3.8.2.3 HPLC-Messungen

Die Maleinsduremonoamide wurden zusammen mit RP-Kieselgel in syntheserelevanten wassrigen
Losungsmittelgemischen suspendiert. Um groBere Messfehler schon bei der Einwaage
auszuschlieBen, gleichzeitig aber die bendtigten Mengen an Ankermaterial moglichst gering zu
halten, wurden jeweils 10 pmol des Ankers und 10.0 mg Matrix in 1.00 mL Losungsmittel
suspendiert. Dies entspricht auch den bei Synthesen bevorzugt verwendeten Verhiltnissen. Als
Cosolvenzien wurden Methanol, DMF und THF gewdhlt, da es sich hierbei um géngige, in
organischen Synthesen verwendete Cosolvenzien handelt, die eine vollstindige Mischbarkeit mit
Wasser aufweisen. Der Anteil an organischem Losungsmittel wurde im Bereich zwischen 0 und
100 % (v/v) variiert. Um eine vollstindige FEinstellung des Verteilungsgleichgewichtes zu
gewihrleisten, wurde das Gemisch aus Ankermaterial und Matrix zundchst mit dem organischen
Solvens versetzt und mittels Ultraschall homogenisiert. AnschlieBend wurde soviel Wasser
zugegeben, dass sich rechnerisch ein Losungsmittelvolumen von 1 mL ergab. Eine
Volumenkontraktion wurde hierbei nicht berticksichtigt. Die Proben wurden periodisch geschiittelt
und nach 24 h mit Spritzenfiltern (Teflon, 1 um) filtriert. Eine Adsorption der Analyten an das
Filtermaterial wurde durch Vergleichmessungen unfiltrierter Analytldsungen ausgeschlossen. Die
Konzentration des Ankermaterials im Filtrat wurde iber HPLC mit UV/vis-Detektion bei 265 nm

bestimmt.

Hierfir wurde eine HPLC-Methode entwickelt, die sowohl die besonderen amphiphilen
Eigenschaften der mit Maleinsdure koordinierten Ankermolekiile berticksichtigt, als auch moglichst

kurze Analysenzeiten erlaubt. Einheitliche Bedingungen, unter denen Messungen mit allen
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Ankermolekiilen gleichermaBlen moglich sind, wéren von Vorteil gewesen, waren jedoch keine
Voraussetzung. In Vorversuchen wurden Messungen mit Lithocholsdure (5) als Modellverbindung
durchgefiihrt, um eine Vorauswahl der Eluenten zu treffen. Besonders gut eigneten sich Acetonitril

und THF im Gemisch mit variablen Anteilen an Wasser.

Erste Messungen der Maleinsdureamide mit Acetonitril/Wasser als Eluent lieferten fiir das
Cholesterolderivat 77 nur unbefriedigende Ergebnisse. Auch bei hohem Acetonitrilanteil trat eine
starke Adsorption auf, die zu Retentionszeiten von iiber zehn Minuten und Peaks mit starkem
Tailing fithrte. Unter denselben Bedingungen wurden die anderen beiden Amide 78 und 79 nicht
retardiert und coeluierten mit dem Losungsmittelpeak. Da das Ziel — eine schnelle Messung mit gut
auszuwertendem Peak — mit diesem Eluenten fiir den Cholesterolanker nicht erreicht werden
konnte, wurde ein anderes Eluentensystem gewéhlt. Mit THF/Wasser zeigten alle drei Amide ein
zufriedenstellendes Elutionsverhalten, jedoch musste dem Eluenten 0.1 % (v/v) Trifluoressigsdure
zugesetzt werden, um ein Tailing der Peaks zu unterdriicken. Wegen der stark unterschiedlichen
Polaritdten wurde auf die Verwendung derselben Bedingungen fiir alle drei Amide zugunsten einer
Optimierung der Analysenzeiten verzichtet. Die Retentionszeiten wurden durch Variation der
Eluentenzusammensetzung so gewdhlt, dass die Amide in einem Bereich eluieren, in dem die
Basislinie keine Systempeaks aufweist. Auf diese Weise konnten Konzentrationen ab 2 uM bzw.
1 pg/mL nachgewiesen und ausgewertet werden. N-(2-(5[FCholestan-3[}yl)-ethyl)-maleinsdure-
monoamid (77) eluierte mit THF/Wasser 68:32 nach 3.7 min und N-(30[L12[FDimethoxy-5C}F
cholan-24-yl)-maleinsduremonoamid (78) mit THF/Wasser 58:42 nach 3.2 min. Da N-[5-
(Acridin-9(10H)-on-10-yl)-1-pentyl]-maleinsduremonoamid (79) bei einer Wellenlédnge von 412 nm
gemessen werden konnte, wo die Basislinie weniger Systempeaks aufwies, war eine genaue
Einstellung der Retentionszeit zur Optimierung der Nachweisgrenze nicht notwendig. Als Eluent

kam THF/Wasser 47:53 zum Einsatz, woraus eine Retentionszeit von 1.9 min resultierte.

Im Folgenden werden die mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse vorgestellt. Statt der
Konzentration wird der in der fliissigen Phase gefundene Anteil an Ankermaterial in Prozent

angegeben.

Fiir Wasser ohne Cosolvens konnte lediglich der Acridonanker in der fliissigen Phase detektiert
werden. Der Anteil betrug 1.1 % an der Gesamtmenge des eingesetzten Amids 79, was bedeutet,
dass immerhin beinahe 99 % an die Matrix gebunden sind. Wird nach einer Synthese die Matrix

jedoch noch mehrmals mit Wasser gewaschen, bedeutet dies einen Ausbeuteverlust von mehreren
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Prozent. Mit Methanol als Cosolvens steigt der in der fliissigen Phase gefundene Anteil an Amid 79
langsam an, bis er in reinem Methanol sein Loslichkeitsmaximum von 20 % erreicht (s. Abb. 27).
Der Desoxycholsdureanker wurde erst ab einem Methanolanteil von 40 % in der fliissigen Phase mit
einem Anteil von 0.02 % nachgewiesen. Das Amid 78 zeigte jedoch eine bessere Loslichkeit in
Methanol, was dazu fiihrte, dass der Anteil in der fliissigen Phase stirker anstieg und in 90
prozentigem Methanol 85 % erreichte. Das Maleinsdureamid des Cholesterolankers zeigte
erwartungsgemifl die groBte Affinitdt zur Festphase. Erst in 80 prozentigem Methanol konnte
tiberhaupt Ankermaterial detektiert werden. Der Anteil am gesamten Ankermaterial betrug hier

0.1 %. In reinem Methanol waren immer noch 94 % des Amids 77 an die Matrix gebunden.
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Abb. 27: Verteilungsgleichgewicht mit Cosolvens Methanol.

Mit DMF als Cosolvens wurden generell hohere Anteile des Ankermaterials in der fliissigen Phase
erwartet, da die Maleinsdureamide in diesem Losungsmittel besser loslich sind. Entsprechend
wurden bei einem Cosolvensanteil von 40 % bereits 10 % des Amids 79 in der fliissigen Phase
gefunden. Im Folgenden stieg die Kurve exponentiell an und lief bei 80 % DMF in eine Sittigung.
Hier befanden sich 95 % des Ankermaterials in Losung. Das Maleinsdureamid des
Desoxycholsdureankers (78) zeigte einen dhnlichen Kurvenverlauf, der jedoch zu héheren Anteilen
an DMF hin verschoben war. Das Amid 78 konnte erst in 20 prozentigem DMF mit einem Anteil
von 0.03 % nachgewiesen werden. Der exponentielle Anstieg war ab 60 % DMF zu beobachten. In
90 prozentigem DMF befand sich dann 90 % des eingesetzten Ankermaterials in Losung. Der

Cholesterolanker 16ste sich erst ab 75 % DMF nachweisbar von der Matrix. Der in der fliissigen
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Phase gefundene Anteil stieg auch hier bei Erhohung des DMF-Anteils im Losungsmittel

exponentiell an und erreichte 68 % in reinem DMF.
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Abb. 28. Verteilungsgleichgewicht mit Cosolvens DMF.

Schon bei den durchgefiihrten Synthesen erwies sich THF als das Losungsmittel der Wahl, vor
allem fiir die besonders hydrophoben Cholesterolverbindungen. Dementsprechend zeigte hier zum
ersten Mal auch die Auftragung des Anteils an Ankermaterial in der fliissigen Phase gegen den
Anteil an Cosolvens fiir den Cholesterolanker eine Sittigung, die bei einem THF-Anteil von 80 %
erreicht wurde. Ab einem THF-Anteil von 35 % war ein Nachweis in der fliissigen Phase mdglich.
Die anderen beiden Anker zeigten einen dhnlichen Kurvenverlauf, jedoch zu niedrigeren THF-
Anteilen hin verschoben. Bemerkenswert ist hierbei, dass das Maleinsdureamid des
Desoxycholsdureankers (78) zwar erst ab 25 % nachgewiesen werden konnte, die Kurve jedoch
steiler verlief als beim Acridonanker, und schon bei 60 % THF-Anteil die Sittigung erreichte. Beim

Acridonanker war dies erst bei etwa 70 % der Fall.
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Abb. 29: Verteilungsgleichgewicht mit Cosolvens THF.

3.8.2.4 Bewertung der Ergebnisse

Beide im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Ankermolekiile zeigten in Wasser und wissrigen
Losungsmittelgemischen mit hohem Wasseranteil eine groflere Affinitdt zur Festphase als der
Acridonanker. Bei hoheren Anteilen an Cosolvens war eine hohere Bindungsstirke des
Desoxycholsdureankers gegeniiber Acridon nicht immer gegeben. Die mit Abstand beste Anbindung

in allen untersuchten Losungsmittelgemischen wies der Cholesterolanker auf.

Bemerkenswert hoch ist der negative Einfluss der beiden Methoxygruppen des
Desoxycholsdureankers. Obwohl Desoxycholsdure ein ausgedehnteres Kohlenstoffgeriist besitzt als
Acridon, zeigte der Desoxycholsdureanker teilweise eine schlechtere Anbindung an die Festphase.
Besonders deutlich trat dieser Effekt in Methanol auf, wo der Acridonanker schnell die
Loslichkeitsgrenze erreichte. So waren in 90 prozentigem Methanol lediglich etwa 19 % des
Acridonankers in der fliissigen Phase nachweisbar, wéhrend sich bereits 85 % des

Desoxycholsdureankers in Losung befanden.
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3.8.3 Einfluss des Substrates

3.8.3.1 Methodik

Das an den Anker gebundene Substrat besitzt einen groen Einfluss auf die Gesamtpolaritit und
Hydrophilie des Anker/Substrat-Molekiils und damit auf die Stiarke der Bindung zur Festphase. Um
diesen Einfluss niher zu untersuchen und zu quantifizieren, standen zwei Methoden zur Verfiigung.
Die an eine Oberfliche bindende Stoffmenge ldsst sich direkt durch Oberflaichenplasmon-

resonanz!45-146.147

I mittels Biacore-Messungen bestimmen. Fiir dieses Verfahren stehen eine ganze
Reihe von Sensorchips mit unterschiedlicher Oberflichenbelegung kommerziell zur Verfiigung,
unter anderem langkettige Alkanthiole auf einer Goldoberfliche, die im vorliegenden Fall
verwendet wurden. Da Biacore-Messungen nur mit einer sehr eingeschrinkten Auswahl an polaren,
wasserhaltigen Eluenten durchgefiihrt werden konnen, lassen sich unpolare, in wasserhaltigen
Losungsmitteln nur schwer 16sliche Verbindungen wie der Cholesterolanker mit dieser Methode
nicht in jedem Fall vermessen. Alternativ wurde ein Vergleich der verschiedenen Anker/Substrat-
Molekiile liber den Vergleich ihrer Retentionszeiten mittels HPLC-Messungen vorgenommen. Da
das Saulenmaterial dem fiir Synthesen eingesetzten RP-Kieselgel entspricht, sollten die
Retentionszeiten die Affinitit des Ankers zur Festphase widerspiegeln. Der grofte Vorteil der
HPLC-Messungen ist, dass im Prinzip keine Einschrinkung fiir den verwendeten Eluenten besteht.

Eine besondere Probenvorbereitung ist bei beiden Methoden nicht notwendig. Die Proben werden —

nach Moglichkeit im Eluenten — geldst und injiziert.

3.8.3.2 Die Analyten

Fiir die Messungen standen eine Reihe verschiedener, an den Acridonanker gebundene Mono- und
Disaccharide sowie Sialokonjugate zur Verfiigung, die von P. Unruh im Rahmen seiner
Dissertation"** synthetisiert wurden. Die Verbindungen teilen sich in drei Gruppen auf, zwischen
denen groBe Unterschiede im Adsorptionsverhalten aufgrund der unterschiedlichen Zahl an
Zuckerkorpern erwartet wurden. Die Gruppe der Monosaccharide umfasst die Glucosamine 88, 89
und 90, die der Disaccharide die Lactosederivate 91, 92, 61. Innerhalb dieser Gruppen dndert sich
lediglich der Linker, so dass hier dessen Einfluss auf die Bindung zur Festphase quantifiziert
werden kann. Durch den Vergleich des Lactosamins 93 und des Sialinsdurederivats 94 sollten die
Unterschiede im Bindungsverhalten von Di- und Trisacchariden untersucht werden. Die
Sialokonjugate 95, 96, 97, 98, 99 bilden eine Gruppe von Trisacchariden, die sich lediglich

aufgrund der Acylgruppe am Amid-Stickstoff der Neuraminséure unterscheiden, was die Ermittlung
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Abb. 30: Die Acridon enthaltenden Analyten zur Bestimmung des Einflusses des Substrates.
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des Einflusses hydrophober Seitenketten auf die Assoziation zur Matrix ermoglicht. Die einzelnen
Gruppen sind in Abb. 30 dargestellt, wobei die Unterschiede innerhalb einer Gruppe farblich

hervorgehoben sind.

Um den Cholesterol- und Desoxycholsdureanker mit Acridon vergleichen zu konnen, wurden diese
ebenfalls mit einem Zucker konjugiert. Bei Monosacchariden zeigte Acridon in fritheren
synthetischen Experimenten'” noch eine hohe Affinitit zur Festphase, so dass das polarere
Disaccharid Lactose als Substrat ausgewéhlt wurde. Die Anbindung der Saccharide erfolgte wie im

Kapitel 3.6 (s. S. 53) beschrieben iiber die ,,Click“-Reaktion.

Abb. 31: Cholesterol- und Desoxycholsdureanker mit Lactose als Substrat.

3.8.3.3 Oberflachenplasmonresonanz

Licht, das in einem bestimmten Winkel auf einen
diinnen Metallfilm trifft, interagiert mit den
delokalisierten Elektronen des Metalls (Plasmon),

wodurch die Intensitit des reflektierten Lichts

abnimmt. Dieses Phinomen nennt man

Oberflichenplasmonresonanz (surface plasmon ° )\ A.A e LO
resonance, SPR).1*>14¢!¥7l Der Binfallswinkel, in 0" ¢ ®—>

dem die Resonanz auftritt, hiingt von einer Reihe

Abb. 32: Schematische Darstellung eines SPR-

von Faktoren ab. Bei dem fiir die Messungen Detektors: Lichtquelle, Prisma (blau),
. o Detektor (DAD, rot), Metallfilm (gelb),
verwendeten Gerdt BIACORE 2000 ist jedoch Resonanzwinkel zur Zeit t, und t..

hauptséchlich der Brechungsindex in
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unmittelbarer Néhe der Riickseite des Metallfilms relevant. Dort werden Molekiile immobilisiert (z.
B. Alkanthiole an einer Goldoberfldche), die mit Liganden in der fliissigen Phase der Flusszelle
interagieren. Bindet ein Ligand an das auf der Metalloberfliche immobiliserte Molekiil, andert sich
der lokale Brechungsindex und damit der Winkel der Resonanz. Anhand der Geschwindigkeit dieser
Anderung lassen sich Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation und Dissoziation sowie die
Gleichgewichtskonstante (Affinitit) berechnen. Die GroBe der Anderung (response units, RU) ist

proportional zur Masse an gebundenen Liganden. 1000 RU entsprechen etwa 1 ng gebundenem

Material.
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Abb. 33: Dosis-Wirkungs-Messungen mit dem Lactosid 61 (Dreifachbestimmung).

Zur Bestimmung der Affinitdt der Analyten zu einer hydrophoben Oberfldche mittels Oberflachen-
plasmonresonanz musste zundchst die Minimalkonzentration des Analyten fiir gut auszuwertende
Sensorgramme (Bindungskurven) sowie ein geeigneter Eluent gefunden werden. Diese einleitenden
Experimente wurden mit dem Lactosid 61 durchgefiihrt, fiir welches eine Konzentrationsreihe im
Laufmittel angesetzt wurde. Hierbei zeigte sich ein groBer Einfluss des Laufmittels auf die
erhaltenen Bindungskurven, so dass dessen Optimierung besondere Aufmerksamkeit zukam. Die

besten Ergebnisse erbrachte eine Eluentenzusammensetzung von 150 mM NaCl, 10 mM HEPES
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(pH 7.4) und 3 mM EDTA in Wasser. Als organischer Modifier kam Ethanol zum Einsatz, wobei die
stabilsten Bindungskurven bei einem Anteil von 2 % (v/v) Ethanol erhalten wurden. Um den Drift
der Basislinie und das Rauschen zu minimieren, wurde dem Laufmittel zudem 0.05 % (v/v)
Tween20 (Polysorbat) zugesetzt. Bei den Dosis-Wirkungs-Messungen zur Bestimmung der
optimalen Analytenkonzentration wurden vor allem nach der Injektion nur relativ schwache Signale
erhalten, da die Analyten verglichen mit den {iblicherweise mit dieser Methode untersuchten
Biomolekiilen eine sehr geringe Molmasse aufweisen und dementsprechend auch weniger Masse an
der Oberfliche des Sensors gebunden wird. Die fiir die eigentlichen Affinitdtsmessungen
verwendete Konzentration von 8 mM stellte fiir einige der Analyten bereits die Loslichkeitsgrenze
dar. Wegen der groflen bendtigten Mengen konnten nicht alle Verbindungen vermessen werden. Die
Experimente beschriankten sich demzufolge auf die Acridon-Verbindungen 88 (S1), 89 (S2), 92
(S7), 61 (S10), 93 (S4), 95 (S11) und 99 (S15). Wie zuvor bereits vermutet, lieBen sich die
Cholesterol- und Desoxycholsdureverbindungen 59 und 60 in fiir die Biacore-Anlage geeigneten
Eluenten nicht l6sen, so dass die Bindung der neuen Ankermolekiile zu hydrophoben Oberflachen

mit dieser Methode nicht untersucht werden konnte.

Zur Bestimmung der Affinitét der Analyten zur Sensoroberfliche wurde die Signalstirke direkt nach
der Injektion ausgewertet (s. Abb. 34). Die zur am Sensor gebundenen Masse proportionalen
Signalstirken wurden mit den Molmassen der jeweiligen Analyten korrigiert und untereinander
verglichen. Auf eine Kalibration zur Bestimmung der absoluten gebundenen Stoffmengen wurde
verzichtet. Die erhaltenen relativen Affinititen entsprachen weitgehend den Erwartungen.
Hervorzuheben ist der groBe Unterschied zwischen dem Glucosamin mit (89) und ohne Triazol (88).
89 weist dabei eine dhnliche Bindung zur Festphase auf wie das Disaccharid 92. Dariiber hinaus
zeigte die Valeryl-Sialinsdure 99 eine unerwartet hohe Affinitét, die beinahe so gro3 war, wie die des
Monosaccharids 88, und etwa sechsmal hoher als die der Acetyl-Sialinsdure 95. Zwar tragt 99 im
Gegensatz zu 95 einen Valeriansdurerest am Stickstoff der Neuraminsédure, dies allein geniigt jedoch
nicht fiir den beobachteten Affinitdtsunterschied. Eine weitere Untersuchung der Ursache steht noch

aus.

Zusétzlich zur Signalstirke direkt nach der Injektion kann der Kurvenverlauf wiahrend und nach der
Injektion ausgewertet werden, um die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation und
Dissoziation zu erhalten. Da die Signaldnderungen durch die Bindung der Analyten an die
Sensoroberfliche durch die Anderung des Brechungsindexes des Laufmittels, verursacht durch den

darin geldsten Analyten wihrend der Injektion, liberlagert werden, ist eine Referenzzelle notwendig,
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Abb. 34: Bindungskurven: Gesamtmessung (oben), nach Injektion (unten),; griin: Monosaccharide,
blau: Disaccharide, rot: Trisaccharide.
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deren Oberfliche keine Belegung aufweist. Das Signal dieser Zelle entspricht der Anderung des
Brechungsindexes des Eluenten und wird vom Signal der Messzelle abgezogen. Da apparatebedingt
keine Referenzzelle verwendet werden konnte, war eine quantitative Bestimmung der Assoziations-
und Dissoziationskinetiken nicht moglich. Einige Besonderheiten der Sensorgramme konnten
dennoch beobachtet werden. So zeigen die Monosaccharide 88 und 89 wihrend der Injektion
wesentlich stirkere Signale als die iibrigen Analyten. Dies konnte auf einen zweiten
Assoziationsmodus hindeuten: eine schnelle aber schwichere Interaktion zwischen Analyt und
Sensoroberfliche. In Abb. 34 (unten) sind zudem die unterschiedlichen Dissoziations-
geschwindigkeiten der untersuchten Molekiile zu erkennen. Die Dissoziationsrate des Trisaccharids
99 unterscheidet sich hier deutlich von denen der anderen Verbindungen, allerdings ist auch dessen
Assoziationsrate grofer (s. Abb. 34, oben). Um den zweiten Assoziationsmodus zu bestétigen und
auch quantitative Aussagen zu Assoziations- und Dissoziationsraten machen zu konnen, sind jedoch

weitere Untersuchungen mit Referenzzelle notwendig.

Cre RU (korrigiert)

Abb. 35: Ergebnisse der Biacore-Messungen (griin: Monosaccharide, blau: Disaccharide, rot:
Trisaccharide).

3.8.3.4 HPLC-Messungen

Da die Vermessung der neuen Ankermolekiile mit der Obenflichenplasmonresonanz infolge von
Loslichkeitsproblemen nicht moglich war, wurde die Stérke der Bindung zu RP-Kieselgel {iber die
Retentionszeiten bei HPLC-Messungen bestimmt. Bei der HPLC beruht die Trennung der Analyten

darauf, dass diese unterschiedliche Adsorptionsgeschwindigkeiten an bzw. Desorptionsgeschwindig-
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keiten von der stationdren Phase aufweisen. Das Trennverfahren beruht also auf den gleichen
physikalischen Grofen, die mittels Oberflachenplasmonresonanz bestimmt werden konnen. Daher

ist zu erwarten, dass sich mit beiden Methoden vergleichbare Resultate erhalten lassen.

Zunichst wurde eine Methode zur Trennung der Verbindungen mit dem Acridonanker entwickelt.
Da im Gegensatz zu den Biacore-Messungen keine definierten Konzentrationen der Analyten
injiziert werden mussten und zudem die flir auswertbare Signale notwendige Menge wesentlich
geringer war, konnten alle der zuvor gelisteten Verbindungen (s. Abb. 30, S. 81) analysiert werden.
Als Eluent kam Acetonitril/Wasser zum Einsatz. Um anhand der Retentionszeiten auch quantitative
Aussagen zur Bindungsstirke machen zu konnen, erfolgten erste Messungen zunéchst isokratisch.
Es zeigte sich jedoch schnell, dass wegen der groBBen Polarititsunterschiede verschiedene Eluenten-
zusammensetzungen verwendet werden miissten, wodurch ein Vergleich der -einzelnen
Verbindungen schwierig gewesen wire. Demzufolge wurde ein Wasser/Acetonitril-Gradient von
90:10 (v/v) nach 10:90 (v/v) verwendet (0 min: HO/MeCN = 90:10, 10 min: H,O/MeCN = 50:50,
15 min: H,O/MeCN = 10:90).

Erwartungsgemil zeigten die Retentionszeiten bei Wiederholungsmessungen sehr gute
Reproduzierbarkeit, so dass auch kleine Unterschiede ausgewertet werden konnten. Die
Reihenfolge, in der die Verbindungen eluierten, entspricht im Wesentlichen der, die aufgrund der
Strukturen erwartet wurde, und befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den Biacore-
Messungen. Auf einige Besonderheiten soll hier dennoch eingegangen werden. So zeigten die
Disaccharide nur minimal kiirzere Retentionszeiten als die Monosaccharide. Da es sich bei den
Monosacchariden um Glucosaminderivate und bei den Disacchariden um Lactosederivate handelt,
ist dieser Umstand wohl primér auf die polare Amidfunktion zuriickzufiihren. Sehr gut ist auch der
Einfluss der verschiedenen Linker zu beobachten. So verbessert die Anwesenheit der 1,4-
Butenyliden-Gruppe die Bindung zur Festphase (z. B. 91 und 92), wihrend sich der Triazolring
negativ auswirkt (z. B. 88 und 89). Die Cholesterol- und Desoxycholséurederivate 59 bzw. 60
wurden mit dieser Methode ebenfalls erfolgreich vermessen und zeigten deutliche hohere
Retentionszeiten von 19.4 min fiir 59 und 15.6 min fiir 60. Damit war das Elutionsvolumen von 60
etwa doppelt so grofl wie das des vergleichbaren Acridonderivats 61. Das Cholesterolderivat 59
wurde noch etwas stérker retardiert, der Unterschied zum Desoxycholsédureanker fiel jedoch weniger
deutlich aus, als erwartet. Wegen ihrer niedrigen Polaritit eignete sich der verwendete Gradient
jedoch nur bedingt fiir die Lactosederivate der neuen Ankermolekiile. Die hohen Retentionszeiten

bzw. geringen Loslichkeiten fithrten zu einer starken Peakverbreiterung, was sich negativ auf die
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Genauigkeit der Messung und auch die Nachweisgrenze auswirkte. Hinzu kam, dass der Triazolring
als einziger Chromophor nur eine wenig spezifische Absorption bei 212 nm ausweist. Die Basislinie

ist bei dieser Wellenldnge daher wesentlich unruhiger.
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Abb. 36: HPLC-Messungen mit einem Acetonitril/Wasser-Gradient (griin:  Monosaccharide, blau:
Disaccharide, rot: Trisaccharide, gelb: Cholesterol- und Desoxycholsdureanker).

Um den Unterschied zwischen den beiden neuen Ankermolekiilen besser beurteilen zu konnen,
wurden zusitzlich isokratische Messungen in THF/Wasser durchgefiihrt. Die Acridonderivate 88,
93, 94 und 97 wurden daneben als Referenz verwendet. Die Retentionszeit des

Desoxycholsdurederivats 60 war mit 4.0 min etwas mehr als doppelt so hoch wie die der
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Acridonderivate, zwischen denen infolge der kurzen Retentionszeiten kaum noch ein Unterschied
festgestellt werden konnte. Das Cholesterolderivat eluierte erst nach 44 min und zeigte damit eine

Affinitét zur stationdren Phase, die so bei den Gradientenmessungen nicht zu erkennen war.

88

93

O 1 X o v © @ P ©

Retentionszeit [min]

Abb. 37: HPLC-Messungen in THF/Wasser (griin: Monosaccharide, blau: Disaccharide, rot: Trisaccharide,
gelb: Cholesterol- und Desoxycholsdureanker).

3.8.3.5 Zusammenfassung

Beide Methoden — HPLC und Biacore — lieferten vergleichbare Ergebnisse, die sich auch mit den
Erwartungen hinsichtlich der Struktur der Analyten deckten. Die Methodenentwicklung und die
Probenvorbereitung waren bei den Oberflichenplasmonresonanzmessungen aufwendiger und
benotigten grofBere Mengen der Analyten. Mit diesem hoheren Aufwand lassen sich jedoch auch
mehr Informationen iiber das untersuchte System erhalten, insbesondere zu den Kinetiken der
Assoziation und Dissoziation. Dieser Vorteil konnte allerdings nicht in vollem Umfang genutzt
werden, da bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen keine Referenzzelle zur
Verfiigung stand. Als Nachteil erwiesen sich die infolge des niedrigen Molgewichtes der Analyten
geringen Signalstirken. Sind nur die relativen Polarititen der untersuchten Substanzen von
Interesse, ist die HPLC die Methode der Wahl. Mit gingigen Eluenten und nahezu ohne
Probenvorbereitung lassen sich in kurzer Zeit die Retentionszeiten fiir viele Verbindungen
bestimmen. Da die Probe in einem beliebigen Losungsmittel injiziert werden kann, treten anders als

bei den Biacore-Messungen Loslichkeitsprobleme nicht auf.
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Uber den Vergleich verschiedener an den Acridonanker gebundener Substrate lieBen sich
Erkenntnisse iiber den FEinfluss verschiedener funktioneller Gruppen auf die Polaritit des
Gesamtmolekiils gewinnen. Im Besonderen fielen hier Amidfunktionalitdten auf, die die Polaritét in
dhnlichem Malle beeinflussten wie eine zusétzliche Monosaccharideinheit. Die Beflirchtung, dass
der Triazolring bei Anwesenheit von Carbonsduregruppen durch Bildung von Ionenpaaren zu einer

starken Verschlechterung der Anbindung an die Matrix filihrt, bewahrheitete sich nicht.

Die beiden neuen Ankermolekiile zeigten bei den Gradientenmessungen etwa doppelt so lange
Retentionszeiten wie die Acridonderivate. Der Unterschied zwischen beiden fiel jedoch geringer
aus, als nach den Messungen zum Einfluss des Losungsmittels (s. Kapitel 3.8.2, S. 71) erwartet
wurde. Bei den in THF/Wasser durchgefiihrten isokratischen Messungen eluierte das
Cholesterolderivat elfmal langsamer als das Desoxycholsdurederivat, was den vorherigen

Beobachtungen wesentlich besser entsprach.

Die Bindungsstéirke des von Rademann et al. als Anker verwendeten Glycerol-1,3-bis-(octadecanyl)-
ethers im Vergleich zum Cholesterol- und Desoxycholsidureanker ist nur schwer abzuschétzen. Der
Ether besitzt mit 39 Kohlenstoffatomen zwar eine grofBere hydrophobe Oberfliche als die beiden
Steroide (27 Kohlenstoffatome fiir das Grundgeriist des Cholestanols), diese ist jedoch nicht starr
und somit unter anderem vom Lo&sungsmittel abhingig. AuBlerdem enthdlt der Anker drei
Ethergruppen, die sich negativ auf das Bindungsverhalten auswirken, wie die in dieser Arbeit

durchgefiihrten Messungen mit dem Desoxycholsdureanker gezeigt haben.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

4.1 Synthese der Anker

Auf der Basis von Cholesterol (2) und Desoxycholsdure (4) gelang die Synthese von zwei neuen
Ankermolekiilen fiir Festphasensynthese mit reversibler Anbindung an RP-Kieselgel. Beide
Synthesesequenzen wurden hinsichtlich ihrer Ausbeuten und der verwendeten Reagenzien soweit

optimiert, dass auch Synthesen im Multigramm-Malfstab problemlos durchgefiihrt werden konnen.

H] 100 %

R Ausbeute
—CH.Br 7 36 %
6 _COOEt 9 -
—CN 10 -
B \[0] 87 %
Q O
h et g op
0 ) f 98 % EtO = ) ;’IJ 99 % EtO
15 20 21

Schema 49: Synthese des Cholesterolankers.

Die Synthese eines Ankers ausgehend von Cholesterol (2) begann mit der Hydrierung zu Sa-
Cholestan-3[}ol (6). AnschlieBende Versuche zur Alkylierung der Alkoholfunktionalitit am A-Ring
des Cholestanols lieferten keine zufriedenstellenden Ausbeuten oder fiihrten nicht zum gewiinschten

Produkt (s. Schema 49, Route A). Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde der Alkohol 6 in einer

alternativen Syntheseroute (s. Schema 49, Route B) zu S5[FCholestan-3-on (15) oxidiert. Aus
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Okologischen Griinden wurde hier ein Verfahren gesucht, das ohne stochiometrische Mengen an
Schwermetallen auskommt. Die besten Ergebnisse erzielte Kaliumbromat mit Cerammoniumnitrat
als Katalysator. Zur Einfilhrung eines geeigneten Linkers kamen verschiedene C-C-verkniipfende
Reaktionen in Frage, von denen lediglich die Wittig-Horner-Reaktion mit Diethylphosphono-
essigsdureethylester die hohen Anspriiche an Reaktionsfiihrung und Ausbeute erfiillte. Die
Hydrierung des ungesittigten Esters 20 zu (5[-Cholestan-3[}yl)-essigsdure-ethylester (21) schloss
die Synthese des Ankers ab. Die Optimierung aller vier Stufen steigerte die Gesamtausbeute auf

84 %. Synthesen im 100-g-MalBstab waren problemlos moglich.

Da Desoxycholsdure (4) bereits einen geeigneten Spacer mit Linkerfunktionalitit in Form der
Carbonsduregruppe aufwies, war lediglich die Einflihrung permanenter Schutzgruppen an den
Alkoholen notwendig. Die zu diesem Zweck durchgefiihrte Methylierung erforderte infolge der
sterischen Hinderung der Hydroxylgruppen den Einsatz hoher Temperaturen und langer
Reaktionszeiten, wodurch sich zundchst Nebenprodukte bildeten. Durch Anpassungen an der

Reaktionsfiihrung konnten die Nebenreaktionen weitgehend unterdriickt und die Ausbeute an 3[],

12[FDimethoxy-5L}cholanséduremethylester (24) auf 76 % gesteigert werden.

HO" MeO""

Schema 50: Synthese des Desoxycholsdureankers.

Um eine einfachere Analytik zu ermoglichen, wurde die Anbindung von Chromophoren an die
Alkoholfunktion der Lithocholsdure (5) untersucht. Da sich Alkylierungen bei &hnlichen
Verbindungen aufgrund der sterischen Hinderung als sehr schwierig erwiesen, wurden die
Isocyanate chromophorer Verbindungen eingesetzt. Obwohl die Isocyanate nachweislich mit
Alkoholen zur Reaktion gebracht werden konnten, wurde mit Lithocholsduremethylester (32)

keinerlei Umsatz beobachtet.

Die als Linker fungierenden Carbonsdureesterfunktionalititen der Ankermolekiile wurden in andere
funktionelle Gruppen umgewandelt, um verschiedene Substrate anbinden zu konnen. Eine einfache

Synthesesequenz ermdglichte den Zugang zu einer Reihe verschiedener Linker. Durch Reduktion
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der Ester 21 und 24 wurden die entsprechenden Alkohole 35 und 36 erhalten, {iber die sich
Carbonsduregruppen tragende Substrate anbinden lassen. Umsetzungen mit Methansulfonylchorid
ergaben die Methansulfonsdureester 38 und 39. Prinzipiell konnten daran Amine oder Alkohole
weitgehend irreversibel durch Alkylierung gebunden werden, sie stellten jedoch vor allem
Zwischenprodukte zur Synthese der Azide 40 und 37 dar, die sich zur Anbindung von Substraten
mittels ,,Click“~-Chemie eignen. Durch katalytische Hydrierung der Azide wurden die Amine 42 und
43 erhalten, an die sich unter anderem Carbonsduren binden lassen. Durch Optimierungen an der
Reaktionfiihrung konnten die Ausbeuten aller Reaktionen dieser Synthesesequenz auf iiber 95 %

gesteigert werden.

LCE‘ NCE‘ . D
38

100 % 100 %

J NaN3 100 %

Y Y
PSR NCE

97 %
42
OMe  LAH fj&g/\ﬁ MsCl fj&g\AOMs
e 24 96 % 100% N 39

J NaN3 98 %

97 %
37

Schema 51: Synthese verschiedener Linkerfunktionalitdten.

Da Oligosaccharide in der Natur in einer Reihe von biologischen Prozessen eine wichtige Rolle
spielen und die Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch bei deren Synthese aufgrund des
hydrophilen Charakters oftmals eine Herausforderung darstellt, wurden unterschiedliche Strategien
zur Koordination mit hydrophoben Markierungen untersucht. Erste Experimente, bei denen der mit

einem Alkohollinker versehene Acridonanker (49) in einer Helferich-Reaktion mit Hepta-O-acetyl-
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[}p-lactosylbromid (50) umgesetzt wurde, fiihrten nicht zum Erfolg. Darauthin wurden ,,Click*-
und Metathese-Reaktionen hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit zur Anbindung von Lactose an den
Acridonanker evaluiert. Hierbei zeigte sich eine prinzipielle Eignung beider Methoden, wobei vor
allem die Neigung zur Polymerisation des Acrylamids 64 sowie die vergleichsweise hohe Polaritit
des Produktes 69 gegen die Metathese-Reaktion sprechen. Mittels ,,Click“-Reaktion wurden auch
die Lactosederivate des Cholesterol- und Desoxycholsidureankers 59 bzw. 60 hergestellt, die bei den
HPLC-Messungen zur Ermittlung der Leistungsfdhigkeit der neuen Ankermolekiile exemplarisch

verglichen wurden.

0]

e
PPy

64 H 62

Grubbs Il A
B Ac AcOTC
44 % N ACOZ\&ASO 0
W A~ _0—=0 OAc
N OAc
H
69

R R
Cc
RoNg Agomgco 250 c? 5 M 50 72%
:_P — OAc OAc
7 60 85%
1. HNa, Cu(l) o
2. NaOMe R\l}l/\>40_\=/_o OH ‘fb 61 62%
NSN

Schema 52: Hydrophobe Markierung von Sacchariden.

4.2 Tandemreaktionen

Die ,,Click“-Reaktion bietet einen sehr einfachen Zugang zu 1,2,3-Triazolen, was auch in dieser
Arbeit bestitigt werden konnte. Um den zusédtzlichen Syntheseschritt, der zur Herstellung der dafiir
benotigten Azide notwendig ist, und dariiber hinaus eine Aufbewahrung der teilweise instabilen
Azide zu umgehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zur Erzeugung von organischen
Aziden durch Micheal-Addition an [J[lungesittigte Carbonylverbindungen entwickelt. Eine

besondere Herausforderung stellt hierbei die Tatsache dar, dass die ,,Click“-Reaktion durch im
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Uberschuss vorhandenes anorganisches Azid inhibiert wird. Wihrend bei einer Verringerung des
eingesetzten Azids die vorgelagerte Micheal-Addition zum Erliegen kam, gelang durch den Einsatz
stochiometrischer Mengen des Cu(l)-Katalysators die erfolgreiche Durchfiihrung der

Eintopfreaktion.

71 73

Schema 53: Tandemreaktion.

Da diese Reaktion in wasserhaltigen Losungsmitteln durchgefiihrt wird, wire filir zukiinftige
Arbeiten eine Ubertragung auf das reversible Festphasensystem interessant, wofiir allerdings noch
einige Herausforderungen zu bewiltigen sind. Aufgrund der hohen Konzentration an Cu(I)-Salzen
fallen diese teilweise aus, was eine Abtrennung von an die Festphase gebundenem Produkt
erschwert. Eine grofere Verdiinnung oder der Einsatz von Komplexbildnern konnte hier der
Schliissel zum Erfolg sein. Das fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche
verwendete 3-Cyclohexen-1-on eignet sich nicht fiir die Koordination mit einem hydrophoben
Anker. Es miissen also zundchst geeignete Substrate ausgewdhlt und eine dazu passende

Linkerstrategie entwickelt werden.

4.3 Vergleich der Anker

Zum Vergleich der drei Ankermolekiile wurden verschiedene Messverfahren eingesetzt, fiir die
jeweils eine geeignete Methode entwickelt wurde. Untersuchungen zum Einfluss des
Losungsmittels auf die Bindung zur Festphase erfolgten mittels HPLC und in geringerem Mal3e
auch iiber UV/vis-Messungen. Die Anderung der Bindungsstirke bei verschiedenen gebundenen
Substraten wurde mit Oberflaichenplasmonresonanz und HPLC ermittelt. Die hierbei erhaltenen
Ergebnisse folgten groftenteils den aufgrund der Struktur und der angenommen Polaritdt der
Verbindungen getroffenen Erwartungen. Besonders hervorzuheben ist der negative Einfluss der
beiden Methoxygruppen des Desoxycholsdureankers, wodurch dieser unter bestimmten

Bedingungen sogar eine geringere Affinitit zur Matrix zeigte als der Acridonanker.
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Insgesamt zeigten die beiden im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Anker die erhoffte
Verbesserung der Affinitit zu RP-Kieselgel. Der Vergleich der Retentionszeiten der Ankermolekiile,
an die Lactose gekuppelt war, zeigte fir das Desoxycholsdurederivat 60 im Vergleich zum
Acridonanker (61) eine Verdoppelung der Affinitdt zu unpolaren Phasen. Das Cholesterolderivat
59 band sogar 22 mal stirker an die stationidre Phase der HPLC-Séule als das Lactosederivat des
Fluorophors. Bei der Bestimmung des Verteilungsgleichgewichtes zwischen RP-Kieselgel und
verschiedenen wiéssrigen Losungsmittelgemischen zeigten die Maleinsdureamide der beiden
Steroidanker 77 und 78 in stark wasserhaltigen Gemischen ebenfalls eine {iberlegene Bindung zur
Matrix. Mit steigendem Cosolvensanteil biite der Desoxycholsiureanker seine Uberlegenheit
gegeniiber dem Maleinsdurederivat des Acridonankers 79 teilweise ein, der Cholesterolanker zeigte

auch hier die mit Abstand stirkste Affinitdt zum RP-Kieselgel.

4.4 Ausblick

Der Vergleich der Anker zeigte einen eher unerwartet groen Einfluss der Methoxygruppen auf die
Bindungsstirke  des  Desoxycholsdureankers.  Durch  vollstindige  Entfernung  der
Hydroxylfunktionen statt deren Methylierung stiinde ein hydrophober Anker zur Verfligung, der
sowohl die hohe Affinitdt des Cholesterols zu Umkehrphasen, als auch mit der Carbonsaurefunktion
an C-24 eine sterisch gut zugingliche Linkerfunktionalitit aufweist. Diese Desoxygenierung
preisgiinstig sowie in hohen Ausbeuten und im MultigrammmaBstab durchzufiihren, ist jedoch

vermutlich nicht trivial, wie in Kapitel 3.2.2 (S. 37) diskutiert wurde.

Dariiberhinaus stehen Untersuchungen aus, ob sich die Methode der reversiblen Festphasensynthese
auch fiir Reaktionen im MultigrammmalBstab eignet. Im Gegensatz zur Festphasensynthese an
Polymerharzen weist die hierbei verwendete Matrix eine hohe mechanische Stabilitit und gute
Wiederverwendbarkeit auf, so dass auch grofle Ansdtze moglich sein sollten. Bisherige Synthesen
beschrdankten sich auch infolge der schlechten Verfiigbarkeit entsprechender Mengen an
Ankermeterial auf wenige Millimol. Da sich insbesondere der Cholesterolanker leicht in Mengen

von 100 Gramm herstellen ldsst, steht Experimenten in dieser Richtung nun nichts mehr im Wege.

Ferner wire auch ein Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ankermolekiile mit
anderen zur hydrophoben Markierung verwendeten Molekiilen, wie sie z. B. von J. Rademann et al.
(s. Abb. 19, S. 45) eingefiihrt wurden, interessant. Da diese Verbindungen keine starre Struktur

aufweisen, lieBe sich der erwartete Vorteil eines unflexiblen Ringsystems, wie es Cholesterol und
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Desoxycholsdure aufweisen, quantifizieren. Zudem konnte auch der negative Einfluss der
Etherfunktionalititen, wie er schon beim Desoxycholsdureanker beobachtet wurde, weiter

untersucht werden.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Gerate und Reagenzien

5.1.1 Praparative Arbeiten

Fiir alle Reaktionen und sdulenchromatographische Trennungen wurden destillierte Losungsmittel
verwendet. Versuchsansitze unter Luft und/oder Feuchtigkeitsausschluss wurden unter unter N,-
bzw. Ar-Atmosphédre durchgefiihrt. Hierbei wurden absolute Ldsungsmittel eingesetzt.
Losungsmittel wurden bei reduziertem Druck bei einer Wasserbadtemperatur von 40 °C am
Rotationsverdampfer entfernt. Die Entfernung von Wasser als Losungsmittel erfolgte schnell und
schonend an einem Rotationsverdampfer mit -15 °C kaltem Kiihlmittel in Verbindung mit einer

dreistufigen Membranpumpe (p = 2 mbar).
Alle angegebenen Reaktionstemperaturen wurden extern gemessen.

5.1.2 Fur Reaktionen eingesetzte spezielle Arbeitsgerate und -materialien

Ozongenerator: Ozon-Generator Modell 502 (Fa. Fischer)
70 —90 mmol - h' (p=4 mWs, V=40 L-h")

Ultraschallbad: Sonorex RK 52 H (Fa. Bandelin electronics)
Gefriertrocknung: Lyovax GT 2 (Fa. Steris)

Photometer Ultrospec Plus Spectrophotometer (Fa. Pharmacia LKB)
pH-Meter Calimatic 761 (Fa. Knick)

Ionenaustauscher: Amberlite® IR-120, stark sauer (Fa. Fluka)
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5.1.3 Chromatographie

5.1.3.1 Saulenchromatographie

Fiir die Séulenchromatographie fanden Kieselgel 60 (Korngréfie: 63 — 200 um) und Kieselgel fiir
die Flash-Chromatographie (Korngroe 40 — 64 um) der Fa. Merck KGaA Verwendung.

5.1.3.2 Diinnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatogramme wurden auf Kieselgel-Alufolien 60 Fyss (Schichtdicke 0.2 mm)

erstellt.

Angaben iiber die jeweiligen Laufmittel sind im Text vermerkt. Die Mischungsverhéltnisse der

verwendeten Laufmittel entsprechen den Volumenanteilen.

Bei UV- oder fluoreszenzaktiven Verbindungen erfolgte die Detektion liber UV-Absorption bei
A =254 nm (UV/VIS) bzw. bei A=366 nm. Zum Anfirben der Diinnschichtchromatogramme

anderer Verbindungen fanden iibliche Farbereagenzien Verwendung:

- Anisaldehyd-Reagenz (2.5 % in konz. H,SO, / Eisessig / Ethanol = 7.5:2.2:200)
- Molybdatophosphorsdure-Losung (1.0 g in 10 mL EtOH)

— Ninhydrin-Lésung (1.0 % in 2-Propanol) fiir Aminosduren und Amine

5.1.4 NMR-Spektren

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte auf folgenden Geréten:

- ARX-300, Fa. Bruker (300 MHz)
- AC-300, Fa. Bruker (300 MHz)

- AVANCE 500, Fa. Bruker (500 MHz)

Die Messungen wurden bei 295 K durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm (-
Skala) angegeben. In Klammern dahinter stehen die Multiplizititen (s = Singulett, d = Dublett, t =
Triplett, q = Quartett, quin. = Quintett und m = Multiplett, sowie b = verbreitertes Signal als Prifix
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bzw. in Kombination mit Multiplizititen), Kopplungskonstanten in Hertz, Intensititen und

strukturelle Zuordnungen.

Die Auswertung der '"H-NMR-Spektren erfolgte nach erster Ordnung. Die Signalzuordnung der 'H-
breitbandentkoppelten "C-NMR-Spektren gelang unter Beriicksichtigung der entsprechenden DEPT
Messungen. Sofern erforderlich wurden die Signalzuordnungen der 'H- und “C-NMR-Spektren
unter Verwendung von zweidimensional korrelierten 'H/'H-gsCOSY-, 'H/®C-HSQC-, HMBC-,
gsNOESY- und TOCSY-Experimenten abgesichert.

5.1.5 Massenspektrometrie

Fiir die Massenspektrometrie fanden folgende Gerite Verwendung:

- Elektronenstrahlionisation (EI): MAT 212 (Datensystem Teknivent Vector 2) (Fa. Varian)

- Elektrosprayionisation (ESI): Esquire LC (Fa. Bruker)

Die Angaben des Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) der lonen beziehen sich auf atomare

Masseneinheiten und spiegeln nur den Basispeak wider.

5.2 Vergleich der Anker

5.2.1 HPLC-Vorversuche

Vorversuche zur Bestimmung der idealen Laufmittelzusammensetzung wurden auf einer Shimadzu-

Anlage durchgefiihrt, bestehend aus folgenden Komponenten:

— Shimadzu LC-9A Hochdruckpumpe
- Kontron Modell 420 Hochdruckpumpe

Shimadzu SPD-6A UV-Detektor

Rheodyne 8125 Probenaufgabeventil, Volumen Probenschleife: 5 uL
- Gynkotek BFO-04 Saulenofen
- Shimadzu SS420 A/D-Wandler

— Uniflows DEGASYS DG 1310 Entgaser
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Zur Datenaufnahme und -auswertung wurde die Software CLASS VP, Ver. 4.3, von Shimadzu

verwendet.

Als stationdre Phase kamen C18 und C8 reversed-phase Silicagelsdulen zum Einsatz.

Lithocholsdure wurde als Modellverbindung mit folgenden mobilen Phasen vermessen:

- Methanol/Wasser (70:30 — 100:0)
- Methanol/Wasser/Chloroform (75:20:5)

- Aceton/Wasser (80:20)

THF/Wasser (70:30)

Acetonitril/Wasser (70:30 und 80:20)

5.2.2 HPLC-Messungen zum Verteilungsgleichgewicht

Es wurde eine HPLC-Anlage vom Typ HP1100 der Firma Agilent Technologies mit Entgaser,
Pumpe, Autosampler, Sdulenofen und UV/vis-Detektor verwendet. Die Datenaufnahme und

-auswertung erfolgte mit der Software PSS WinGPC der Firma Polymer Standards Service GmbH.

Von den drei Modellverbindungen

- N-(2-(5[FCholestan-3[}yl)-ethyl)-maleinsduremonoamid 77 und
- N-(3L12[FDimethoxy-5LFcholan-24-yl)-maleinsduremonoamid 78,

- N-[5-(Acridin-9(10H)-on-10-yl)-1-pentyl]-maleinsduremonoamid 79

wurden jeweils 10 pmol und 10 mg reversed-phase-Kieselgel (Fluka, Kieselgel 100 Cis-
Umkehrphase, endcapped) eingewogen und mit dem organischen Losungsmittel (THF, DMF bzw.
Methanol) versetzt. Die Probe wurde mittels Ultraschall homogenisiert, auf 1 mL mit Wasser
aufgefiillt und anschlieBend tiber Nacht bei RT stehen gelassen. Die Injektion erfolgte nach
Filtration durch einen Spritzenfilter (Teflon, 1 um). Das Standardinjektionsvolumen betrug 10 pL.
Die Eluentenzusammensetzung fiir das Cholesterolderivat 77 war THF/H,O 68:32 (v/v) fiir das
Desoxycholsduredrivat 78 THF/H,O 58:42 (v/v), und fiir das Acridonderivat 79 THF/H,O 47:53
(v/v). Allen Eluenten wurde 0.1 % (v/v) TFA zugesetzt. Die Messungen erfolgten bei einer Flussrate

von 1 mL/min und einer Sdulentemperatur von 35 °C. Als stationdre Phase wurde eine Sdule
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ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 um Partikelgrofle) von Agilent eingesetzt. Die
Detektion erfolge bei 265 nm fiir das Cholesterolderivat 77 und das Desoxycholsduredrivat 78 bzw.
bei 412 nm fiir das Acridonderivat 79.

5.2.3 Vergleich mittels Biacore

Es wurde eine Anlage vom Typ BIACORE 2000 von Biacore AB verwendet. Als Sensor Chip kam
ein Biacore AB HPA (langkettiges Alkanthiol auf Au) zur Anwendung. Als Laufmittel kam eine
Losung von 150 mM NaCl, 10 mM HEPES (pH 7.4), 3 mM EDTA, 0.05 % (v/v) Tween20
(Polysorbat) in Wasser mit 2 % (v/v) EtOH zum Einsatz.

Um den Einfluss von verschiedenen Substraten auf die Stdrke der Bindung von Anker zu RP-

Silicagel zu untersuchen, wurden die Verbindungen

- 10-{5-[4-(2-Acetamido-2-desoxy-L}p-glucosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy]-pentyl } -acridin-9-
(10H)-on (88),

- 10-{5-[4-((4-(2-Acetamido-2-desoxy-[ Fp-glucosyloxy)-(£)-2-buten-1-yloxy)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on (89),

- 10-{5-[4-(UFp-Lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on (92),

- 10-{5-[4-((4-(L}Fp-Lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1 H-1,2,3-triazol-1-yl]-
pentyl}-acridin-9-(10H)-on (61),

- 10-{5-[4-((2-Acetamido-2-desoxy-[}p-lactosyloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (93),

- 10-{5-[4-((4-(N-Acetyl-5-amino-3,5-didesoxy-[}p-galacto-2-octulopyranosylonsdure-(2,3)-
[Fp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-
(10H)-on (95) und

- 10-{5-[4-((4-(N-Valeryl-5-amino-3,5-didesoxy-L}p-galacto-2-octulopyranosylonsédure-(2,3)-

[Fp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-
(10H)-on (99)

in Konzentrationen von § mM, 4 mM, 2 mM, 1 mM, 500 uM, 250 uM und 125 pM im Laufmittel

gelost und {iber einen Zeitraum von 5 min injiziert. Mit den Cholesterol- und
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Desoxycholsdurederivaten konnte das Experiment aufgrund deren schlechter Loslichkeit im
Laufmittel nicht durchgefiihrt werden. Generell sind bei dieser Methode nur stark wasserhaltige
Laufmittel mdglich, in denen eine verbesserte Loslichkeit der Cholesterol- und

Desoxycholsdurederivate nicht zu erwarten ist.

Zur Regeneration der Sensoroberfliche wurden in regelmdfigen Abstdnden Pufferinjektionen
vorgenommen, die auch zur Referenzierung verwendet wurden. Hierzu wurde die Pufferkurve von
der Kurve der Probe subtrahiert, um systematische Artefakte (z. B. Rauschen und Drift der

Basislinie) zu eliminieren.

5.2.4 Vergleich uiber HPLC-Retentionszeiten

Es wurde eine HPLC-Anlage vom Typ HP1100 der Firma Agilent Technologies mit Entgaser,
Pumpe, Autosampler, Sdulenofen und UV/vis-Detektor verwendet. Die Datenaufnahme und

-auswertung erfolgte mit der Software PSS WinGPC der Firma Polymer Standards Service GmbH.

Die Acridonderivate

- 10-{5-[4-(2-Acetamido-2-desoxy-[}p-glucosyloxy)-(Z2)-2-buten-1-yloxy]-pentyl } -acridin-9-
(10H)-on (88),

- 10-{5-[4-((4-(2-Acetamido-2-desoxy-[}p-glucosyloxy)-(£)-2-buten-1-yloxy)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on (89),

- 10-{5-[4-((2-Acetamido-2-desoxy-[Fp-glucosyloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-
pentyl}-acridin-9-(10H)-on (90),

- 10-[5-(Op-Lactosyloxy)-pentyl]-acridin-9-(10H)-on (91),
- 10-{5-[4-([Fp-Lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy]-pentyl}-acridin-9-(10H)-on (92),

- 10-{5-[4-((4-(O-p-Lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-
pentyl}-acridin-9-(10H)-on (61),

- 10-{5-[4-((2-Acetamido-2-desoxy-[}Fp-lactosyloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (93),

- 10-{5-[4-((N-Acetylneuraminsédure-(2,6)-2-acetamido-2-desoxy-[}Fp-lactosyloxy)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on (94),
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— 10-{5-[4-((4-(N-Acetyl-5-amino-3,5-didesoxy-[}p-galacto-2-octulopyranosylonsdure-(2,3)-
[}p-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-
(10H)-on (95),

- 10-{5-[4-((4-(N-Propionyl-5-amino-3,5-didesoxy-[}p-galacto-2-octulopyranosylonsiure-
(2,3)-[Fp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (96),

- 10-{5-[4-((4-(N-Butyryl-5-amino-3,5-didesoxy-[Fp-galacto-2-octulopyranosylonséiure-
(2,3)-LFp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (97),

- 10-{5-[4-((4-(N-Crotonyl-5-amino-3,5-didesoxy-[}p-galacto-2-octulopyranosylonsédure-
(2,3)-[Fp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (98) und

— 10-{5-[4-((4-(N-Valeryl-5-amino-3,5-didesoxy-[}Fp-galacto-2-octulopyranosylonsiure-(2,3)-
[}p-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-
(10H)-on (99)

wurden in Methanol und das Cholesterol- sowie das Desoxycholsdurederivat

- {4-[1-(2-(5Cholestan-3}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-buten- 1-yloxy}
-[}p-lactosid (59) und

- {4-[1-3 12[-Dimethoxy-5[Fcholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-buten-1-
yloxy}-[}Fp-lactosid (60)

in THF gelost. Das Standardinjektionsvolumen betrug 10 pL. Fiir die Messungen wurde ein
Gradient von H,O/MeCN 90:10 (v/v) nach H,O/MeCN 10:90 (v/v) (0 min: H,O/MeCN = 90:10,
10 min: H,O/MeCN = 50:50, 15 min: H,O/MeCN = 10:90) bei einer Flussrate von 1 mL/min und
einer Sdulentemperatur von 35 °C eingesetzt. Als stationdre Phase fand eine Sdule ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 um Partkelgrofle) von Agilent Verwendung. Die Detektion
erfolgte bei 380 nm fiir die Acridonderivate bzw. bei 212 nm fiir die Cholesterol- und

Desoxycholsdureverbindungen.
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Dartiber hinaus wurden die Verbindungen

- 10-{5-[4-(2-Acetamido-2-desoxy-L}p-glucosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy]-pentyl} -acridin-9-
(10H)-on (88),

- 10-{5-[4-((2-Acetamido-2-desoxy-[}Fp-lactosyloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (93),

- 10-{5-[4-((N-Acetylneuraminsdure-(2,6)-2-acetamido-2-desoxy-[Fp-lactosyloxy)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on (94),

- 10-{5-[4-((4-(N-Butyryl-5-amino-3,5-didesoxy-[}p-galacto-2-octulopyranosylonséure-
(2,3)-LFp-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -
acridin-9-(10H)-on (97),

- {4-[1-(2-(5FCholestan-3[}Fyl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-buten-1-yloxy}
-[Fp-lactosid (59) und

- {4-[1-(30 12[}-Dimethoxy-5C}cholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-buten-1-
yloxy}-[Fp-lactosid (60)

im Eluenten H,O/THF 60:40 (v/v) unter ansonsten identischen Bedingungen isokratisch vermessen.

5.3 Cholesterol

5.3.1 5&-Cholestan-3[-ol (6)

40.0 g (103 mmol) Cholesterol (2) werden in 400 mL THF gelost und mit 800 mg Pd/C (10 %)
versetzt. Nach Zugabe von 90 mL Wasser sowie einer katalytischen Menge 70 %iger Perchlorsdure
wird 24 h bei 20 bar und RT hydriert. AnschlieBend wird der Katalysator iiber Kieselgur abfiltriert,
das Filtrat mit Wasser versetzt und das THF 1. Vac. entfernt. Das Produkt wird unter vermindertem

Druck abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 39.9 g (103 mmol; quant.) 6 als farbloser Feststoff.

CyHys0: 388.67 g/mol
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R;=0.38 (CH:EE = 2:1 v/v); 0.19 (CH:EE = 4:1 v/v)

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): O0= 3.57 (m; 1H; H-3), 2.00 (bs; 1H; OH), 1.97-0.56 (m; 31H), 0.89
(d; J=6.5 Hz; 3H; H-21), 0.87 (d; J= 1.5 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.85 (d; /= 1.5 Hz; 3H;
H-26/H-27), 0.79 (s; 3H; H-19), 0.64 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCLy): 0= 71.32 (C-3), 56.47 (CH), 56.27 (CH), 54.34 (CH), 44.83 (CH),
42.56 (quart.), 40.02 (CH,), 39.49 (CH,), 38.13 (CH,), 36.98 (CHL), 36.15 (CH,), 35.77
(CH), 35.48 (CH), 35.42 (quart.), 32.06 (CH,), 31.44 (CH,), 28.71 (CH,), 28.22 (CH,),
27.97 (CH), 24.19 (CH,), 23.82 (CH,), 22.79 (CHy), 22.53 (CH;), 21.23 (CH,), 18.64
(CHs), 12.29 (CHs), 12.04 (CH;) ppm.

5.3.2 3[+(4-Brom-1-butyloxy)-5t-cholestan (7)

Mit NaH in DMF

1.00 g (2.57 mmol) 5[}FCholestan-3[}ol (6) werden in trockenem DMF gelost und mit 93 mg (3.86
mmol) NaH sowie 2.77 g (12.9 mmol) Dibrombutan versetzt. Die Reaktionsmischung wird 18 h
unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die Reaktionmischung mit Wasser versetzt, mit MTBE
extrahiert, die vereinigten org. Phasen mit Wasser und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, liber MgSO,
getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Der Riickstand wird chromatographisch getrennt

(Kieselgel, CH:EE = 10:1). Laut NMR handelt es sich bei dem isolierten Produkt jedoch nicht um

den gewiinschten Ether 7, sondern um Ameisensédure-(5-Cholestan-3[}yl)-ester (8).

Mit NaH in Toluol

500 mg (1.29 mmol) 5CHCholestan-3[}ol (6) werden in trockenem Toluol geldst und mit 47 mg
(1.94 mmol) NaH versetzt. Nach 30 min Erhitzen unter Riickfluss werden 1.39 g (6.43 mmol)
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Dibrombutan zugesetzt und weitere 36 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die
Reaktionmischung mit Wasser versetzt, mit MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen mit
Wasser und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Der
Riickstand wird chromatographisch getrennt (Kieselgel, CH:EE = 10:1). Zur Entfernung der letzten

Spuren von Dibrombutan wird das Produkt mehrere Tage unter HV getrocknet.

Ausbeute: 240 mg (0.458 mmol; 36 %) 7 als blassgelber Feststoff.

C;3;HssBrO:  523.67 g/mol

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): 0= 3.47 (t; J = 6.3 Hz; 2H; H-31), 3.43 (t; J = 6.8 Hz; 2H; H-28),
3.18 (m; 1H; H-3), 1.99-0.79 (m; 35H), 0.99 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.87 (d;
J=1.3 Hz; 3H; H-26/27); 0.84 (d; ] = 1.4 Hz; 3H; H-26/27), 0.79 (s; 3H; H-19), 0.64 (s;
3H; H-18) ppm.

3C-NMR (75 MHz, CDCL): 0= 78.63 (C-3), 66.78 (C-28), 56.49 (CH), 56.29 (CH), 54.41 (CH),
44.86 (CH), 42.58 (quart.), 40.04 (CH,), 39.50 (CH,), 37.00 (CH,), 36.16 (CH.), 35.77
(CH), 35.48 (CH), 34.86 (CH,), 33.81 (CH,), 31.11 (CH,), 29.81 (CH.,), 28.85 (CH,),
28.80 (CH,), 28.29 (CH.,), 28.23 (CH,), 27.99 (CH), 24.20 (CH.,), 28.83 (CH,), 22.80
(C-26/27), 22.55 (C-26/27), 21.22 (CH,), 18.65 (C-21), 12.28 (C-19), 12.05 (C-18)

Mit Ag.O

250 mg (0.643 mmol) SCFCholestan-3[}Fol (6) werden in trockenem DMF gelost und mit 298 mg
(1.29 mmol) Ag,O sowie 694 mg (3.22 mmol) Dibrombutan versetzt. Nach 24 h Riihren bei RT

zeigt das DC keinerlei Umsatz.
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5.3.3 4-(5t-Cholestan-3B+yloxy)-buttersaureethylester (9)

Mit K.CO;

250 mg (0.643 mmol) SC+Cholestan-3[}ol (6) werden in trockenem DMF gelost und mit 178 mg
(1.29 mmol) K,CO; sowie 627 mg (3.22 mmol) Brombuttersdureethylester versetzt. Nach 18 h
Erhitzen unter Riickfluss zeigt das DC ein komplexes Produktgemisch, das nicht getrennt werden

konnte.

Mit Ag.0

250 mg (0.643 mmol) SCHCholestan-3[}ol werden in trockenem DMF gel6st und mit 298 mg (1.29
mmol) Ag,O sowie 138 mg (0.707 mmol) Brombuttersdureethylester versetzt. Nach 24 h Riihren bei
RT zeigt das DC keinerlei Umsatz.

5.3.4 3[(4-Cyano-1-propyloxy)-5ci-cholestan (10)

Mit NaH

250 mg (0.643 mmol) 5[FCholestan-3[}+ol (6) werden in trockenem Toluol gelost und mit 17 mg
(0.707 mmol) NaH versetzt. Nach 30 min Erhitzen unter Riickfluss werden 105 mg (0.707 mmol)
Brombuttersdurenitril zugesetzt und weitere 18 h unter Riickfluss erhitzt. Das DC zeigt ein

komplexes Produktgemisch, das nicht getrennt werden konnte.

Mit Ag.O

250 mg (0.643 mmol) SCFCholestan-3[}Fol (6) werden in trockenem DMF gelost und mit 298 mg
(1.29 mmol) Ag,O sowie 105 mg (0.707 mmol) Brombuttersiurenitril versetzt. Nach 24 h Riihren
bei RT zeigt das DC keinerlei Umsatz.

5.3.5 3f+Allyloxy-5&i-cholestan (11)

1.00 g (42 mmol) NaH werden in wenig trockenem THF suspendiert und langsam mit einer Lésung
aus 7.5 g (19.3 mmol) 5[FCholestan-3[}ol (6) in trockenem THF versetzt. Die Reaktionsmischung
wird 30 min unter Riickfluss erhitzt. Nach Zugabe von 7.00 g (58 mmol) Allylbromid wird weitere

36 h unter Riickfluss erhitzt. Danach wird die Reaktionsmischung mit MTBE versetzt, mit Wasser
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und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, die org. Phase iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt.
Das Rohprodukt wird aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 5.12 g (11.9 mmol; 62 %) 11 als farbloser Feststoff.

R;=0.63 (CH:EE = 98:2 v/v)

C30H520: 428.73 g/l’l’lOl

3
29(
28
@)
'"H-NMR (500 MHz, CDCls): (0= 5.92 (ddt; J = 17.2 Hz, ] = 10.3 Hz, J] = 5.6 Hz; 1H; H-29), 5.26
(dg; J =17.2 Hz; J = 1.8 Hz; 2H; H-30), 5.13 (dq; J = 10.3 Hz; J = 1.8 Hz; 1H; H-30),
1.95 (dt, J=12.5 Hz, J= 3.3 Hz, 1H, H-12), 1.80 (m, 1H, H-16), 1.68-0.85 (m; 32H),

0.89 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.85 (d; J = 2.2 Hz;
3H; H-26/27), 0.74 (s; 3H; H-19), 0.64 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL;): 0= 135.61 (C-29), 116.32 (C-30), 78.05 (C-3), 68.87 (C-28), 56.50
(CH), 56.28 (CH), 54.41 (CH), 44.85 (CH), 42.58 (quart.), 40.04 (CH,), 39.50 (CH,),
37.00 (CH,), 36.16 (CH,), 35.78 (CH), 35.76 (quart.), 35.47 (CH), 34.81 (CH,), 32.11
(CH»), 28.86 (CH,), 28.27 (CH,), 28.23 (CH,), 27.98 (CH), 24.19 (CH»), 23.83 (CH,),
22.79 (C-26/27), 22.54 (C-26/27), 21.21 (CH,), 18.65 (C-21), 12.25 (C-19), 12.05
(C-18) ppm.

5.3.6 3[(3-Hydroxy-1-propyloxy)-5t-cholestan (12)

200 mg (0.466 mmol) 3[}Allyloxy-5CFcholestan (11) werden in trockenem THF gelost und mit 1.03
mL (0.513 mmol) 0.5 M 9-BBN-Lsg. (in THF) versetzt. Unter Argonatmosphidre wird die
Reaktionslosung 16 h unter Riickfluss erhitzt und anschlieBend mit 20 %iger wéssriger NaOH-Lsg.
(w/w) und 30 %iger H,O,-Lsg. (w/w) versetzt. Nach 1 h Erhitzen unter Riickfluss wird die

Reaktionsmischung mit ges. NaCl-Lsg. versetzt und mehrmals mit Essigester extrahiert. Die
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vereinigten org. Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Das NMR

zeigt lediglich Signale des Edukts.

5.3.7 5&-Cholestan-3f+yloxy-essigsaure (13)

49 mg (2.06 mmol) NaH werden in wenig trockenem THF suspendiert und langsam mit einer

Losung aus 200 mg (0.515 mmol) 5[}Cholestan-3[}ol (6) in trockenem THF versetzt. Nach Zugabe
von 143 mg (1.03 mmol) Bromessigsdure wird 18 h unter Riickfluss erhitzt. Auf dem DC ist

keinerlei Produktbildung zu erkennen.

5.3.8 5&-Cholestan-3-on (15)

40.0 g (103 mmol) 50-Cholestan-3[Fol (6), 5.65 g (10.3 mmol) Cerammoniumnitrat und 15.5 g
(92.8 mmol) Kaliumbromat werden in 500 mL Acetonitril: Wasser:Dichlormethan 2:1:1 suspendiert
und 4 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Wasser versetzt und
mit MTBE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Lsg.
und ges. Natriumchlorid-Lsg. gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Das

Rohprodukt wird aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 34.8 g (90.0 mmol; 87 %) 15 als farbloser, wachsartiger Feststoff.

R;=0.63 (CH:EE = 4:1 v/v)

C27H46OZ 386.65 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 2.41-0.67 (m; 31H), 1.00 (s; 3H; H19), 0.90 (d; J = 6.5 Hz; 3H;
H-21), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.85 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.67
(s; 3H; H-18) ppm.



5. Experimenteller Teil 112

13C-NMR (125 MHz, CDCL): [= 212.07 (C-3), 56.27 (CH), 53.81 (CH), 46.70 (CH), 44.72 (CH,),
42.58 (quart.), 39.90 (CH,), 39.49 (CH,), 38.55 (CH,), 38.17 (CH,), 36.14 (CH.), 35.77
(CH), 35.63 (quart.), 35.39 (CH), 31.71 (CH.), 28.97 (CH,), 28.21 (CH,), 27.99 (CH),
24.21 (CHy), 23.82 (CH,), 22.79 (CHs), 22.54 (CHs), 21.44 (CH.), 18.65 (CHs), 12.05
(CH), 11.44 (CH;) ppm.

5.3.9 Cholest-4-en-3-on (16)

10.0 g (25.9 mmol) Cholesterol (2) werden in 85 mL wasserfreiem Benzol gelost und mit 85 mL
wasserfreiem Aceton versetzt. Es werden 7.30 g (35.7 mmol) Aluminiumtriisopropylat geldst in
20 mL Benzol hinzugefiigt und die Reaktionsmischung 54 h unter Argon zum Riickfluss erhitzt.
Danach wird die Losung mit 20 mL Wasser, 50 mL 10 %iger Schwefelsdure sowie 50 mL
Diethylether versetzt. Die Phasen werden getrennt und die organische Phase wird mit Wasser
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac entfernt. Der Riickstand wird aus einem

Gemisch von 7 mL Aceton und 10 mL Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 8.43 g (21.9 mmol; 85 %) 16 als farbloser, wachsartiger Feststoff.

R;=0.61 (CH:EE = 4:1 v/v)

CH4O: 384.64 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 5.70 (s; 1H; H-4), 2.44-0.84 (m; 28H), 1.17 (s; 3H; H19), 0.90
(d; J=6.5 Hz; 3H; H-21), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.84 (d; ] = 2.2 Hz; 3H;
H-26/H-27), 0.70 (s; 3H; H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCl;): 0= 199.49 (C-3), 171.54 (C-5), 123.70 (C-4 u), 56.08 (CH), 55.84
(CH), 53.78 (CH), 42.34 (quart.), 39.59 (CH.), 39.45 (CH,), 38.55 (quart.), 36.08 (CH.,),
35.69 (CH), 35.65 (CH,), 35.58 (CH), 33.93 (CH,), 32.90 (CH.), 32.01 (CH.), 28.12
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(CH,), 27.95 (CH), 24.13 (CH,), 23.77 (CH,), 22.76 (CH3), 22.51 (CH3), 20.99 (CH,),
18.59 (CH:), 17.34 (CH3), 11.91 (CH;) ppm.

5.3.10 (5a-Cholestan-3-yliden)-malonsaure-dimethylester (17)

161 mg (1.55 mmol) Malonsdure werden in Pyridin gelost und mit 500 mg (1.29 mmol) 50+
Cholestan-3-on (15) sowie 11 mg (0.13 mmol) Piperidin versetzt. Die Reaktionsmischung wird 24 h

unter Riickfluss erhitzt. Auf dem DC ist keinerlei Produktbildung zu erkennen.

5.3.11 (5&-Cholestan-3-yliden)-malonsaure-dimethylester (18)

500 mg (1.29 mmol) S[+Cholestan-3-on (15) werden in Dichlormethan gel6st und mit 255 mg (1.93
mmol) Malonsduredimethylester, 306 mg (3.87 mmol) Pyridin und 11 mg (0.13 mmol) Piperidin
versetzt. Die Reaktionsmischung wird 24 h unter Riickfluss erhitzt. Auf dem DC ist keinerlei

Produktbildung zu erkennen.

5.3.12 (5G-Cholestan-3-yliden)-malonsaure-dinitril (19)

500 mg (1.29 mmol) 5C-Cholestan-3-on (15) werden in Dichlormethan geldst und mit 127 mg (1.93
mmol) Malonséduredinitril, 306 mg (3.87 mmol) Pyridin und (0.13 mmol) Piperidin versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 24 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird mit Dichlormethan
verdiinnt und mehrmals mit 2 N HCI-Lsg., ges. NaHCO;-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die
org. Phase wird iiber MgSO, getrocknet, das Lsm. i. Vac. entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 10:1) gereinigt.

Ausbeute: 398 mg (0.916 mmol; 71 %) 19 als farblose Blittchen.

R;=0.63 (CH:EE =4:1 v/v)

C30H46N2: 434.70 g/l’l’lOl
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'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): (0= 2.93 (m; 1H); 2.67 (m; 1H), 2.47-0.66 (m; 29H), 0.94 (s; 3H;
H-19), 0.89 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.87 (d; J = 1.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.84 (d;
J=1.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.66 (s; 3H; H-18) ppm.

1BC-NMR (75 MHz, CDCL): = 184.95 (C-3), 111.77 (C-29), 81.93 (C-29), 56.14 (CH), 56.11
(CH), 53.69 (CH), 46.01 (CH), 42.51 (quart.), 39.72 (CH,), 39.61 (CH,), 39.45 (CH,),
37.21 (CH,), 36.08 (CH,), 35.98 (quart.), 35.71 (CH), 35.23 (CH), 31.63 (CH,), 30.84
(CH,), 28.71 (CHa), 28.13 (CHa), 27.97 (CH), 24.11 (CH,), 23.76 (CH,), 22.78 (CHs),
22.53 (CHs), 21.28 (CH,), 18.61 (CHs), 12.02 (CH;), 11.81 (CHs) ppm.

5.3.13 (5@-Cholestan-3-yliden)-essigsaure-ethylester (20)

2.8 g (117 mmol) NaH werden in trockenem THF vorgelegt. Bei 0 °C werden 22.2 g (99 mmol)
Phosphonoessigsiure-triethylester und nach 30 min 34.8 g (90.0 mmol) 5C+Cholestan-3-on (15), in
trockenem THF gelost, hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wird noch 1 h bei 0 °C und
anschliefend 3 h bei RT geriihrt. Danach wird die Reaktionsmischung auf Eiswasser gegossen und
1 h geriihrt. Es wird mit MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen mit 2 N Salzsdure und
Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Bei Bedarf kann das

Produkt aus Aceton/Wasser umkristallisiert werden.
Ausbeute: 40.5 g (88.3 mmol; 98 %) 20 (E/Z-Gemisch ca. 1:1) als farbloser, wachsartiger Feststoff.
R;=0.56 (CH:EE = 10:1 v/v)

C31H5202: 456.74 g/l’l’lOl



5. Experimenteller Teil 115

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 5.57 (m; 1H; H-28), 4.12 (q; J = 7.1 Hz; 2H; H-30), 2.36-0.77
(m; 31H), 1.76 (t; J = 7.1 Hz; 3H; H-31) 0.90 (s; 3H; H19), 0.90 (d; J = 6.5 Hz; 3H;
H-21), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.85 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/H-27), 0.65
(s; 3H; H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCl;): 0= 166.92/166.87 (C-29) 163.53 (C-3), 112.77/112.51 (C-28), 59.38
(C-30), 56.42 (CH), 56.26 (CH), 54.29/54.22 (CH), 48.28/47.50 (CH), 42.60 (quart.),
40.30/40.06 (CHs,), 39.99 (CH,), 39.51 (CH,), 36.16 (CH,), 36.12/36.07 (quart.), 35.77
(CH), 35.42 (CH), 33.60/32.14 (CH,), 31.97/31.93 (CH,), 29.01/28.83 (CH.), 28.21
(CH.), 27.99 (CH), 25.48 (CH,), 24.18 (CH,), 23.81 (CH.), 22.79 (CHs), 22.54 (CH),
21.20/21.15 (CH,), 18.66 (CHs), 14.32 (C-31), 12.07 (CHs), 11.95/11.86 (CHs) ppm.

5.3.14 (5G-Cholestan-3f}yl)-essigsaure-ethylester (21)

2.50 g (5.47 mmol) (50-Cholestan-3-yliden)-essigsdure-ethylester (20) werden in THF/Wasser 10:1
gelost, mit 250 mg Pd/C (10 %) versetzt und 48 h bei 40 °C und 40 bar in Wasserstoffatmosphére
hydriert. AnschlieBend wird der Katalysator tiber Kieselgur abfiltriert und das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 2.50 g (quant.) 21 als farbloser Feststoff.

C;1Hs40:: 458.76 g/mol
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'"H-NMR (500 MHz, CDCL;): 0= 4.11 (q; J = 7.1 Hz; 2H; H-30), 2.17 (d; J = 7.1 Hz; 2H; H-28),
1.95 (dt, J=12.5 Hz, J=3 Hz, 1H, H-12), 1.84-0.78 (m; 31H), 1.25 (t; J = 7.1 Hz; 3H;
H-31), 0.89 (d; J = 6.6 Hz; 3H; H-21), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.85 (d; J =
2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.75 (s; 3H; H-19); 0.64 (s; 3H; H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCLy): 0= 173.17 (C-29), 60.03 (C-30), 56.55 (C-14), 56.30 (C-17), 54.53
(C-9), 46.40 (C-5), 42.59 (C-13), 42.15 (CH,), 40.08 (C-12), 39.52 (C-24), 38.32 (C-1),
36.18 (CH,), 35.80 (CH), 35.77 (C-10), 35.54 (CH), 35.33 (CH), 35.27 (CH.), 32.08
(C-7), 28.86 (CH,), 28.57 (CH,), 28.24 (C-16), 28.00 (C-25), 24.19 (C-15), 23.84
(C-23), 22.80 (C-26/27), 22.55 (C-26/27), 21.01 (C-11), 18.67 (C-21), 14.29 (C-31),
12.26 (C-19), 12.07 (C-18) ppm.

5.3.15 2-(5ti-Cholestan-3f+yl)-ethanol (35)

305 mg (8.03 mmol) LAH werden in trockenem THF vorgelegt. Unter intensivem Riihren werden

langsam 4.92 g (10.7 mmol) (5C+Cholestan-3[}+yl)-essigsdure-ethylester (21) in THF gelost
zugegben und danach noch 1 h bei RT geriihrt. Das iiberschiissige LAH wird mit 2 N Salzsdure
hydrolisiert und das Produkt mit MTBE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber MgSO,

getrocknet, und das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 4.47 g (10.7 mmol; 100 %) 35 als farbloser Feststoff.

R;=0.44 (CH:EE =2:1 v/v)

C29H520: 416.72 g/l’l’lOl

HO

'H-NMR (500 MHz, CDCL): 0= 3.69 (t; J = 6.5 Hz; 2H; H-29), 1.95 (dt; J= 12.5 Hz; J = 3 Hz;
1H; H-12), 1.80 (m; 1H; H-16), 1.71-0.84 (m; 32H), 0.90 (d; J= 6.5 Hz; 3H; H-21),
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0.87 (d; J = 2 Hz; 3H; H-26/27), 0.85 (d; J = 2 Hz; 3H; H-26/27), 0.75 (s; 3H; H-19),
0.64 (s; 3H; H-18) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 60.99 (C-29), 56.59 (C-14), 56.34 (C-17), 54.66 (C-9), 46.59
(C-5), 42.61 (C-13), 40.20 (CH,), 40.11 (C-12), 39.52 (C-24), 38.55 (C-1), 36.19 (CH,),
36.04 (C-10), 35.81 (CH), 35.71 (CH.,), 35.56 (CH), 34.68 (CH), 32.15 (C-7), 29.01
(CH,), 28.96 (CH,), 28.25 (C-16), 28.00 (C-25), 24.20 (C-15), 23.87 (C-23), 22.80
(C-26/27), 22.55 (C-26/27), 21.01 (C-11), 18.67 (C-21), 12.32 (C-19), 12.08 (C-18)

5.3.16 1-(5&-Cholestan-3f+yl)-2-methansulfonyl-ethan (38)

3.66 g (8.78 mmol) 2-(5[FCholestan-3[}+yl)-ethanol (35) werden in trockenem THF gelost und mit
1.78 g (17.6 mmol) Triethylamin sowie 43 mg (0.35 mmol) 4-DMAP versetzt. Bei 0 °C werden
2.01 g (17.6 mmol) Mesylchlorid zugetropft und die Reaktionsmischung 2 h bei RT geriihrt.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Wasser versetzt, mit MTBE extrahiert, die
vereinigen org. Phasen mit Wasser, 2 N Salzsdure, ges. Natriumhydrogencarbonat-Lsg. und ges.

Natriumchlorid-Lsg. gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrockenet und das Lsm. i. Vac. entfernt.
Ausbeute: 4.35 g (8.77 mmol; 100 %) 38 als farbloser Feststoff.
R;=0.53 (CH:EE = 2:1 v/v)

C30H5403SZ 494 81 g/l’l’lOl

0 0
\ 7/
556

30

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 4.26 (t; J=7 Hz; 2H; H-29), 2.99 (s; 3H; H-30), 1.96 (dt;
J=13 Hz; J=3 Hz; 1H; H-12), 1.80 (m; 1H; H-16), 1.71-0.84 (m; 32H), 0.90 (d;
J=06.5 Hz; 3H; H-21), 0.86(d; J =2 Hz; 3H; H-26/27), 0.85 (d; J =2 Hz; 3H; H-26/27),
0.75 (s; 3H; H-19), 0.64 (s; 3H; H-18) ppm.
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13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 68.35 (C-29), 56.52 (C-14), 56.27 (C-17), 54.55 (C-9), 46.39
(C-5), 42.57 (C-13), 40.04 (C-12), 39.49 (C-24), 38.31 (C-1), 37.35 (C-30), 36.36
(CH.), 36.16 (CH.), 35.95 (C-10), 35.77 (CH), 35.51 (CH), 35.28 (CH,), 34.39 (CH),
32.05 (C-7), 28.90 (C-6), 28.55 (C-2), 28.21 (C-16), 27.97 (C-25), 24.17 (C-15), 23.81
(C-23), 22.78 (C-26/27), 22.53 (C-26/27), 20.98 (C-11), 18.65 (C-21), 12.26 (C-19),
12.05 (C-18) ppm.

5.3.17 1-Azido-2-(5t-cholestan-3f}yl)-ethan (40)

3.50 g (7.07 mmol) 1-(5[FCholestan-3[}yl)-2-methansulfonyl-ethan (38) werden in trockenem
Aceton gelost und mit 1.62 g (14.1 mmol) Natriumazid sowie 56 mg (0.354 mmol) TMGA versetzt
und 16 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Wasser versetzt,
mit MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lsm. i.

Vac. entfernt.

Ausbeute: 3.12 g (7.06 mmol; 100 %) 40 als farbloser Feststoft.

R;=0.78 (CH:EE = 2:1 v/v)

C29H51N3: 441.74 g/l’l’lOl

N3

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 3.28 (t; J =7 Hz; 2H; H-29), 1.96 (dt; J= 13 Hz; J =3 Hz; 1H;
H-12), 1.80 (m; 1H; H-16), 1.71-0.84 (m; 32H), 0.90 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.87(d;
J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.75 (s; 3H; H-19), 0.65
(s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCl;): 0= 56.57 (C-14), 56.31 (C-17), 54.61 (C-9), 49.28 (C-29), 46.49
(C-5), 42.61 (C-13), 40.09 (C-12), 39.52 (C-24), 38.41 (C-1), 36.19 (CH.), 36.03 (CH,),
36.03 (C-10), 35.80 (CH), 35.55 (CH), 35.46 (CH), 35.38 (CH.), 32.11 (C-7), 28.97
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(C-6), 28.66 (C-2), 28.24 (C-16), 28.00 (C-25), 24.20 (C-15), 23.85 (C-23), 22.80
(C-26/27), 22.56 (C-26/27), 21.01 (C-11), 18.67 (C-21), 12.29 (C-19), 12.08 (C-18)

5.3.18 2-(5t-Cholestan-3f(+yl)-ethylamin (42)

1.36 g (3.08 mmol) 1-Azido-2-(5[}Cholestan-3[}yl)-ethan (40) werden in THF:Wasser 10:1 gelost
und mit 130 mg Lindlar-Kat. versetzt. AnschlieBend wird 16 h bei RT und 40 bar in
Wasserstoffatmosphére hydriert. Danach wird der Katalysator iiber Kieselgur abfiltriert und das

Lsm. 1. Vac. entfernt.

Ausbeute: 1.24 g (2.98 mmol; 97 %) 42 als farbloser Feststoff.

C29H53N: 415.74 g/l’l’lOl

H,N

'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): O0=2.71 (t; J = 7.0 Hz; 2H; H-29), 1.95 (dt; J=12.5 Hz; J= 3.3 Hz;
1H; H-12), 1.80 (m; 1H; H-16), 1.68-0.85 (m; 32H), 0.89 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21),
0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.85 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.74 (s; 3H;
H-19), 0.64 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 56.59 (C-14), 56.31 (C-17), 54.68 (C-9), 46.61 (C-5), 42.60
(C-13), 41.32 (C-29), 40.11 (C-12), 39.74 (CH,), 39.51 (C-24), 38.58 (CH,), 36.18
(CH,), 36.07 (C-10), 35.80 (CH), 35.74 (CH»), 35.68 (CH), 35.55 (CH), 32.16 (C-7),
29.02 (CH»), 28.97 (CH,), 28.24 (C-16), 27.99 (C-25), 24.19 (C-15), 23.84 (C-23),
22.79 (C-26/27), 22.54 (C-26/27), 21.00 (C-11), 18.67 (C-21), 12.31 (C-19), 12.07
(C-18) ppm.
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5.3.19 [1-(2-(5&-Cholestan-3f}+yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methanol (54)

440 mg (1.00 mmol) 1-Azido-2-(5L};Cholestan-3[}+yl)-ethan (40) und 112 mg (2.00 mmol)
Propargylalkohol werden in 2 mL tert.-BuOH gelost. Nun werden 1.5 mL H,O, 250 uL 0.4 M
Natrium-Ascorbat-Losung und 250 pL 0.2 M CuSO4-Losung hinzugegeben und die
Reaktionsmischung 24 h bei RT geriihrt. Dann wird mit 10 mL H,O verdiinnt und mit Chloroform
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac.

entfernt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CH:EE = 1:2 v/v).

Ausbeute: 267 mg (0.536 mmol; 54 %) 54 als farbloser Feststoff.

R;=0.20 (CH:EE = 1:2 v/v)

C;;HssN;0: 497.80 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): 0= 7.53 (s; 1H; H-30), 4.77 (s; 2H; H-32), 4.36 (dd; ] = 7.5 Hz,
J=17.4 Hz; 2H, H-29), 3.18 (bs; 1H; OH), 2.00-0.74 (m; 34H), 0.89 (d; J = 6.5 Hz; 3H;
H-21), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.85 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.74 (s;
3H; H-19), 0.63 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL): [= 147.58 (C-31), 121.45 (C-30), 56.51 (CH), 56.31 (C-32), 56.26
(CH), 54.51 (CH), 48.34 (C-29), 46.30 (CH), 42.56 (quart.), 40.03 (CH.), 39.48 (CH,),
38.22 (CH)), 37.62 (CHa), 36.15 (CH.,), 35.96 (quart.), 35.76 (CH), 35.49 (CH), 35.23
(CH), 35.22 (CH,), 32.02 (CH,), 28.87 (CH,), 28.47 (CH,), 28.20 (CH,), 27.97 (CH),
24.15 (CH,), 23.81 (CHa), 22.77 (C-26/27), 22.52 (C-26/27), 20.97 (CH,), 18.64 (C-21),
12.25 (C-19), 12.04 (C-18), ppm.
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5.3.20 [1-(2-(5&-Cholestan-3(+yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-benzol (55)

440 mg (1.00 mmol) 1-Azido-2-(5L};Cholestan-3[}+yl)-ethan (40) und 112 mg (1.10 mmol)
Phenylacetylen werden in 2 mL tert.-BuOH geldst. Nun werden 1.50 mL H,O, 250 puL 0.4 M
Natrium-Ascorbat-Losung und 250 pL 0.2 M CuSO4-Losung hinzugegeben und die
Reaktionsmischung 24 h bei RT geriihrt. Dann wird mit 10 mL H,O verdiinnt und mit Chloroform
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac.

entfernt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel, CH:EE = 4:1 v/v).

Ausbeute: 320 mg (0.588 mmol; 59 %) 55 als farbloser Feststoff

R;=0.29 (CH:EE =4:1 v/v)

C;3;Hs7N;3: 543.87 g/mol

35 32

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): (0= 7.84-7.81 (m; 2H; H-33), 7.73 (s; 1H; H-30), 7.43-7.40 (m; 2H;
H-34), 7.32 (tt; J=7.4 Hz, ] = 1.5 Hz; 1H; H-35),4.41 (dd; J = 7.5 Hz, ] = 7.4 Hz; 2H,
H-29), 2.07-0.76 (m; 34H), 0.90 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.87 (d; J = 2.2 Hz; 3H;
H-26/27), 0.86 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.76 (s; 3H; H-19), 0.64 (s; 3H; H-18)
ppm.

3C-NMR (75 MHz, CDCL;): 0= 147.68 (C-31), 130.75 (C-32), 128.76 (C-34), 127.99 (C-35),
125.64 (C-33), 119.19 (C-30), 56.50 (CH), 56.26 (CH), 54.51 (CH), 48.27 (C-29), 46.30
(CH), 42.56 (quart.), 40.03 (CH,), 39.49 (CH.), 38.24 (CH,), 37.71 (CH,), 36.15 (CH,),
35.96 (quart.), 35.76 (CH), 35.49 (CH), 35.25 (CH), 35.25 (CH.), 32.02 (CH.,), 28.88
(CH,), 28.50 (CH,), 28.20 (CH,), 27.97 (CH), 24.15 (CH,), 23.81 (CH,), 22.78
(C-26/27), 22.53 (C-26/27), 20.97 (CH,), 18.64 (C-21), 12.26 (C-19), 12.05 (C-18)
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5.3.21 {4-[1-(2-(5&-Cholestan-3f+yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-
buten-1-yloxy} -hepta-O-acetyl-fFo-lactosid (56)

200 mg (0.269 mmol) (£)-4-(2-Propinyloxy)-2-buten-1-yl-hepta-O-acetyl-[}+p-lactosid (53) und
119 mg (0.269 mmol) 1-Azido-2-(5[Fcholestan-3[}yl)-ethan (40) werden in 3 mL fert.-Butanol
gelost. AnschlieBend werden 269 pL 0.4 M Na-Ascorbat-Lsg. und dann 269 pL 0.1 M CuSOs-Lsg.
hinzugegeben und die Reaktionsmischung 14 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung mit Wasser versetzt, mehrmals mit Chloroform extrahiert, die vereinigten org.
Phasen tber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Der Riickstand wird
sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 1:2) gereinigt.

Ausbeute: 230 mg (0.194 mmol; 72 %) 56.

C62H95N3019: 1186.43 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 7.51 (s; 1H; H-30), 5.75 (m; 1H; H-34), 5.65 (m; 1H; H-35), 5.34
(dd; J=3.4 Hz, ] = 0.9 Hz; 1H; H-46), 5.17 (dd; J = 9.7 Hz, ] = 9.3 Hz; 1H; H-39), 5.09
(dd; J =10.4 Hz, ] = 7.8 Hz; 1H; H-44), 4.94 (dd; J = 10.4 Hz, J = 3.5 Hz; 1H; H-45),
4.88 (dd; J =9.5 Hz, ] = 7.9 Hz; 1H; H-38), 4.60 (s; 2H; H-32), 4.51 (d; J = 7.9 Hz; 1H;
H-37), 4.49 (dd; J = 11.7 Hz; J = 2.1 Hz; 1H; H-42a), 4.48 (d; J = 7.8 Hz; 1H; H-43),
4.36-4.21 (m; 4H; H-36, H-29), 4.14-4.05 (m; 5H; H-33/H-42b/H-48), 3.86 (ddd;
J=73Hz,J =73 Hz, J =09 Hz; 1H; H-47), 3.79 (dd; J = 9.9 Hz, ] = 9.7 Hz; 1H;
H-40), 3.59 (ddd; J=99Hz, J = 4.8 Hz, ] = 2.1 Hz; 1H; H-41), 2.14 (s; 3H; Ac-H),
2.12 (s; 3H; Ac-H), 2.05 (s; 3H; Ac-H), 2.04 (s; 3H; Ac-H), 2.03 (s; 3H; Ac-H), 2.02 (s;
3H; Ac-H), 1.95 (s; 3H; Ac-H), 1.81-0.75 (m; 34H), 0.88 (d; /= 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.86
(d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.84 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.75 (s; 3H; H-19),
0.63 (s; 3H; H-18) ppm.
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BC-NMR (125 MHz, CDCly): 0= 170.29 (C=Ox.), 170.28 (C=Oac), 170.09 (C=O..), 170.00
(C=04,), 169.71 (C=04.), 169.58 (C=0a.), 169.04 (C=04.), 144.81 (C-31), 129.91
(C-34), 128.35 (C-35), 122.11 (C-30), 101.07 (C-43), 99.25 (C-37), 76.20 (CH), 72.84
(CH), 72.60 (CH), 71.61 (CH), 70.98 (CH), 70.66 (CH), 69.09 (CH), 66.60 (CH), 65.84
(CH.), 64.76 (CH,), 63.70 (CH.), 61.93 (CH,), 60.76 (CH,), 56.51 (CH), 56.26 (CH),
54.53 (CH), 48.25 (CH.), 46.32 (CH), 42.57 (quart.), 40.03 (CH.), 39.48 (CH,), 38.24
(CH.), 37.67 (CHa), 36.15 (CH,), 35.97 (quart.), 35.76 (CH), 35.50 (CH), 35.29 (CH),
35.22 (CH.), 32.03 (CH.), 28.88 (CH,), 28.50 (CH,), 28.20 (CH,), 27.97 (CH), 24.16
(CH,), 23.80 (CH,), 22.77 (C-26/27), 22.52 (C-26/27), 20.97 (CH,), 20.85 (CHy/OAc),
20.76 (CHy/OAc), 20.69 (CHy/OAc), 20.59 (CH5/OAc), 20.59 (CHy/OAc), 20.59
(CH3/OAc), 20.46 (CH:/OAc), 18.64 (C-21), 12.26 (C-19), 12.04 (C-18) ppm.

5.3.22 {4-[1-(2-(5&-Cholestan-3f}+yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-
buten-1-yloxy} -fFo-lactosid (59)

230 mg (0.194 mmol) {4-[1-(2-(50-Cholestan-3[}yl)-ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z£)-2-
buten-1-yloxy}-hepta-O-acetyl-[}p-lactosid (56) werden in abs. Methanol gelést und mit einer
katalytischen Menge Natriummethanolat versetzt. Nach 2 h zeigt das DC vollstandigen Umsatz. Die
Reaktionslésung wird mit saurem lonentauscher versetzt, der nach 15 min Riihren abfiltriert wird.

Das Lsm. wird i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 173 mg (0.194 mmol; quant.) 59 als farbloser Feststoft.

C43H81N3012: 892.17 g/l’l’lOl

'H-NMR (500 MHz, ds-THF): 0= 7.84 (s; 1H; H-30), 5.68 (m; 1H; H-34), 5.61 (m; 1H; H-35),
4.49 (s; 2H; H-32), 4.34-4.30 (m; SH), 4.06 (d; J = 6.3 Hz; 2H; H-48), 3.83-3.36 (m;
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12H), 3.2 (m; 1H), 1.95-0.69 (m; 34H), 0.83 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.78 (d; J=2.2
Hz; 3H; H-26/27), 0.77 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.69 (s; 3H; H-19), 0.58 (s; 3H;
H-18) ppm.

3C-NMR (125 MHz, ds-THF): 0= 145.61 (C-31), 130.28 (C-34), 129.99 (C-35), 124.36 (C-30),
104.40 (C-43), 102.76 (C-37), 80.12 (CH), 76.66 (CH), 76.13 (CH), 75.92 (CH), 74.10
(CH), 74.04 (CH), 72.13 (CH), 69.75 (CH), 66.74 (CH,), 65.68 (CH,), 64.07 (CH,),
62.12 (CH,), 61.52 (CH,), 57.64 (CH), 57.41 (CH), 55.73 (CH), 48.80 (CH,), 47.45
(CH), 43.51 (quart.), 41.18 (CH,), 40.45 (CH,), 39.38 (CH.), 38.55 (CH.,), 37.17 (CH,),
36.86 (quart.), 36.83 (CH), 36.59 (CH), 36.28 (CH), 36.12 (CH.,), 33.13 (CH,), 29.84
(CH,), 29.25 (CH,), 29.14 (CH,), 28.93 (CH), 25.08 (CH,), 24.81 (CH,), 23.27
(C-26/27), 23.03 (C-26/27), 21.94 (CH,), 19.28 (C-21), 12.79 (C-19), 12.61 (C-18)

5.3.23 N-(2-(5t-Cholestan-3f+yl)-ethyl)-maleinsduremonoamid (77)

1.66 g (4.00 mmol) 2-(5CFCholestan-3[}Fyl)-ethylamin (42) werden in wenig Chloroform geldst und
mit 394 mg (4.00 mmol) Maleinsdureanhydrid versetzt. Nach 2 h Riithren bei RT wird der
Niederschlag abfiltriert und mit wenig Chloroform gewaschen. Bei hoheren Anspriichen an die
Reinheit wird das Produkt sdulenchromatographisch (Kieselgel, CHCl;:MeOH = 10:1 v/v, mit 1 %

Essigsédure) gereinigt.

Ausbeute: 1.94 g (3.78 mmol; 94 %) 77 als farbloser Feststoff.

R;=0.36 (CHCIl;:MeOH = 10:1 v/v, mit 1 % Essigsdure)

C33H55NO3: 513.79 g/mol
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'H-NMR (500 MHz, CDCL): 0= 8.89 (bs; NH), 6.37 (d; J = 12.8 Hz; 1H; H-31), 6.15 (d;
J=12.8 Hz; 1H; H-32), 3.22 (m; 2H; H-29), 1.87 (dt; J = 12.5 Hz; J = 3.3 Hz; 1H;
H-12), 1.75-0.76 (m; 33H), 0.81 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.78 (d; J = 2.2 Hz; 3H;
H-26/27), 0.76 (d; J = 2.2 Hz; 3H; H-26/27), 0.67 (s; 3H; H-19), 0.56 (s; 3H; H-18)
ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDClLy): 0= 165.45 (C-33), 164.86 (C-30), 134.31 (C-31), 131.57 (C-32),
55.87 (C-14), 55.60 (C-17), 53.93 (C-9), 45.83 (C-5), 41.93 (C-13), 39.40 (C-12), 38.83
(CH,), 37.76 (CH,), 37.49 (CH,), 35.50 (CH,), 35.41 (CH.), 35.37 (C-10), 35.09 (CH),
35.03 (CH), 34.86 (CH), 34.74 (CH,), 31.45 (C-7), 28.31 (CH.,), 28.00 (CH.), 27.57
(C-16), 27.30 (C-25), 23.53 (C-15), 23.14 (C-23), 22.21 (C-26/27), 21.95 (C-26/27),
20.34 (C-11), 18.04 (C-21), 11.69 (C-19), 11.46 (C-18) ppm.

5.4 Cholsauren

5.4.1 Desoxycholsauremethylester (23)

0.1 mL Acetylchlorid (110 mg, 1.4 mmol) werden in 30 mL abs. MeOH vorgelegt und einige
Minuten geriihrt. Nach Zugabe von 5g (12.7 mmol) Desoxycholsdure (4) riihrt man die
Reaktionsmischung bei RT. Der Reaktionsverlauf wird diinnschichtchromatographisch (Kieselgel,
CHCI; : MeOH = 5 : 1) verfolgt. Nachdem das DC kein Edukt mehr zeigt, wird das Lsm. i. Vac
entfernt und das Produkt im HV getrocknet.

Ausbeute: 5.19 g (12.8 mmol; quant.) 23 als farbloser Feststoff.

C25H4204: 406.60 g/mol
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'"H-NMR (300 MHz, d,-MeOH): (0= 3.95 (m; 1H; H-12), 3.64 (s; 3H; H-25), 3.58 (m;1H; H-3),
2.43 (bs; 2H; OH), 2.42-0.92 (m; 26H), 0.94 (d; J = 6.3 Hz; 3H; H-21), 0.88 (s; 3H;
H-19), 0.65 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL): O= 174.70 (C-24), 73.04 (C-12), 71.64 (C-3), 51.45 (C-25), 48.12
(CH), 47.15 (CH), 46.40 (quart.) 41.99 (CH), 36.29 (CH,), 35.93 (CH), 35.17 (CH.,),
35.15 (CH), 34.04 (quart.), 33.52 (CH), 31.05 (CH,), 30.82 (CH,), 30.31 (CH,), 28.55
(CH,), 27.44 (CH,), 27.07 (CH,), 26.06 (CH,), 23.61 (CH.), 23.07 (CHy), 17.18 (CHs),
12.65 (CHs) ppm.

5.4.2 3@,126-Dimethoxy-5fcholansdauremethylester (24)

8.80 g (22.4 mmol) Desoxycholsdure (4) werden in 100 mL abs. THF suspendiert, mit 2.96 g
(73.9 mmol) Natriumhydrid (60 % w/w) versetzt und %2 h unter Riickfluss erhitzt. Es werden 9.32 g
(73.9 mmol) Dimethylsulfat hinzugegeben und weitere 15 h unter Riickfluss erhitzt. Anschliefend
wird die Reaktionsmischung langsam unter Riithren auf Eiswassser gegossen und 1 h geriihrt, um
iiberschiissiges Dimethylsulfat zu zerstoren. Die Suspension wird mehrmals mit MTBE extrahiert,
die vereinigten org. Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber MgSO, getrocknet und das
Lsm. i. Vac. entfernt. Das verbleibende gelbliche Ol wird sdulenchromatographisch (Kieselgel,

CH:EE = 4:1) getrennt.
Ausbeute: 7.40 g (17.0 mmol; 76 %) 24 als farbloses Ol.

C27H4604: 434.65 g/mol

"H-NMR (500 MHz, CDCL): 0= 3.64 (s; 3H; H-27), 3.36 (m; 1H; H-12), 3.32 (s; 3H; H-25), 3.23
(s; 3H; H-26), 3.13 (m; 1H; H-3), 2.27 (m; 2H), 1.88-0.88 (m; 24H); 0.90 (s; 3H), 0.88
(d; J=6.3 Hz; 3H; H-21), 0.64 (s; 3H) ppm.
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13C-NMR (126 MHz, CDCL): 0= 174.75 (C-24), 82.19 (C-12), 80.43 (C-3), 55.58 (C-26), 55.46
(C-25), 51.37 (C-27), 48.80 (CH), 46.37 (CH), 46.30 (quat), 42.06 (CH), 35.99 (CH),
35.29 (CH,), 35.05 (CH), 34.44 (quat), 33.50 (CH), 32.57 (CH,), 30.98 (CH.), 30.92
(CH,), 27.36 (CH.), 27.30 (CH,), 26.78 (CH,), 26.06 (CH,), 23.63 (CH,), 23.24 (CH),
21.91 (CH,), 17.31 (CHs), 12.66 (CH;) ppm.

5.4.3 3@,12a@-Dihydroxy-58-cholan-24-ol (27)

1.15 g (30.3 mmol) LAH werden in 200 mL abs. THF suspendiert. Eine Losung aus 10.0 g
(24.6 mmol) Desoxycholsduremethylester (23) in 100 mL abs. THF wird langsam hinzugetropft und
die Reaktionsmischung 1.5 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird iiberschiissiges LAH mit 2 N
Salzsdure vorsichtig hydrolysiert. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser vesetzt, mehrmals mit

MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 8.94 g (23.6 mmol; 96 %) 27 als farbloser Feststoff.

R;=0.69 (CH:EE = 1:1 v/v)

C24H4203I 378.59 g/l’l’lOl

HO™

'"H-NMR (300 MHz, d.-MeOH): 0= 3.97 (m; 1H; H-12), 3.51 (m; 3H; H-3, H-24), 1.94-0.93 (m;
26H), 1.02 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.93 (s, 3H; H-19), 0.71 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (75 MHz, d,-MeOH): 0= 74.11 (C-12), 72.58 (C-3), 63.64 (C-24), 49.32 (CH), 48.39
(CH), 47.54 (quart.), 43.67 (CH), 37.49 (CH), 37.23 (CH,), 37.08 (CH), 36.49 (CH.,),
35.37 (quart.), 34.85 (CH), 33.23 (CH.), 31.10 (CH,), 30.40 (CH,), 29.96 (CH,), 28.81
(CH,), 28.46 (CH,), 27.52 (CH,), 24.93 (CH,), 23.78 (CH), 18.03 (CHs), 13.28 (CH;)
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5.4.4 30,12&-Dihydroxy-5f+-cholan-24-yltritylether (28)

2.85 g (7.51 mmol) 30],12L+Dihydroxy-5CFcholan-24-ol (27) werden in 100 mL abs. THF gelost.
Unter Eiskiihlung wird eine Losung aus 2.32 g (8.31 mmol) Tritylchlorid in 50 mL Pyridin langsam
hinzugetropft. AnschlieBend wird 14 h unter Riickfluss erhitzt. Es werden 150 mL Wasser
hinzugegeben und mehrmals mit MTBE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit 2 N
Salzsdure, ges. NaHCO;-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen und tiber MgSO, getrocknet. Das Lsm.
wird i. Vac. entfernt und der verbleibende Feststoff sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel

60, CH:EE = 4:1 v/v, CH:EE = 1:4 v/v, 1 % Triethylamin).

Ausbeute: 2.78 g (4.48 mmol; 59 %) 28 als farbloser Feststoff.

R;=0.65 (CHCIl;:MeOH = 10:1 v/v)

C43H5603: 620.90 g/mol

H O\\\\“"‘

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): (0= 7.47-7.43 (m; 6H), 7.32-7.20 (m, 9H), 3.99 (m; 1H; H-12), 3.61
(m; 1H; H-3), 3.03 (m; 2H; H-24), 1.89-0.92 (m; 26H), 0.96 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21),
0.92 (s, 3H; H-19), 0.67 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL): 0= 144.48 (C-26), 128.65 (C-28), 127.64 (C-27), 126.74 (C-29),
86.22 (C-25), 73.20 (C-12), 71.77 (C-3), 64.05 (C-24), 48.23 (CH), 47.57 (CH), 46.42
(quart.), 42.06 (CH), 36.40 (CH.), 36.01 (CH), 35.24 (CH), 35.20 (CH.,), 34.08 (quart.),
33.62 (CH), 32.20 (CH,), 30.46 (CH.), 28.48 (CH,), 27.49 (CH,), 27.11 (CH,), 26.59
(CH,), 26.11 (CHy), 23.62 (CHs), 23.12 (CH,), 17.65 (CHs), 12.72 (CHs) ppm.
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5.4.5 30,12&-Dimethoxy-5F-cholan-24-yltritylether (29)

1.12 g (1.78 mmol) 301,12[FDihydroxy-5L+cholan-24-yltritylether (28) werden in 50 mL abs. THF
gelost, mit 0.222 g (5.34 mmol) 60 %igem NaH versetzt und 2 h unter Riickfluss erhitzt.
AnschlieBend werden 0.674 g (5.34 mmol) Dimethylsulfat hinzugegeben und 12 h unter Riickfluss
erhitzt. Man gibt nochmals die gleichen Mengen NaH und Dimethylsulfat hinzu und erhitzt weitere
12 h. Die Reaktionsmischung wird auf 300 mL Eiswasser gegossen und 1 h geriihrt. Das Gemisch
wird mehrmals mit MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen,

iiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 0.805 g (1.24 mmol; 69 %) 29 als farbloser Feststoff.

R;=0.58 (CH:EE =2:1 v/v)

C45H6003: 648.96 g/mol

30
™~

-
o"

'H-NMR (500 MHz, CDCly): 0= 7.46-7.44 (m; 6H; H-27), 7.31-7.27 (m; 6H; H-28), 7.22 (tt;
J=73Hz, J = 2.0 Hz; 3H; H-29), 3.60 (t; J = 8 Hz; 2H; H-24), 3.42 (m; 1H; H-12),
3.35 (s; 3H; H-30), 3.22 (s; 3H; H-31), 3.16 (m; 1H; H-3), 3.03 (m; 2H; H-24),
1.88-0.92 (m; 26H), 0.96 (d; 3H; H-21), 0.92 (s, 3H; H-19), 0.66 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 144.53 (C-26), 128.69 (C-28), 127.64 (C-27), 126.75 (C-29),
86.27 (C-25), 82.19 (C-12), 80.37 (C-3), 64.09 (C-24), 55.59 (C-31), 55.47 (C-31),
48.19 (CH), 47.57 (CH), 46.45 (quart.), 42.05 (CH), 36.06 (CH), 35.25 (CH), 35.15
(CH,), 34.45 (quart.), 33.62 (CH), 32.75 (CH.), 32.23 (CH,), 28.55 (CH,), 27.47 (CH,),
27.28 (CH,), 26.96 (CH), 26.63 (CH,), 26.11 (CH,), 23.65 (CH,), 23.22 (CHy), 17.65
(CHs), 12.72 (CH;) ppm.
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5.4.6 3-Methoxy-5f-cholansdauremethylester (30)

2.00 g (5.32 mmol) Lithocholsdure (5) werden in abs. THF suspendiert, mit 402 mg (15.9 mmol)
Natriumhydrid (95 % w/w) versetzt und %2 h unter Riickfluss erhitzt. Es werden 2.01 g (15.9 mmol)
Dimethylsulfat hinzugegeben und weitere 15 h unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung langsam wunter Riihren auf Eiswassser gegossen und 1 h geriihrt, um
iiberschiissiges Dimethylsulfat zu zerstoren. Die Suspension wird mit MTBE extrahiert, die
vereinigten org. Phasen iiber MgSO, getrocknet, das Lsm. i. Vac. entfernt und der Riickstand

getrocknet.

Ausbeute: 1.94 g (4.78 mmol; 90 %) 30 als farbloser Feststoff.

C26H4403: 404.63 g/mol

25
N
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'H-NMR (300 MHz, CDCL): 0= 3.64 (s; 3H; H-26), 3.33 (s; 3H; H-25), 3.14 (m; 1H; H-3), 2.26
(m; 2H), 1.88-0.87 (m; 26H); 0.89 (s; 3H), 0.87 (d; J = 6.3 Hz; 3H; H-21), 0.61 (s; 3H)

BC-NMR (75 MHz, CDClL;): 0= 174.68 (C-24), 80.36 (C-3), 56.33 (C-25), 55.79 (CH), 55.43
(CH), 51.36 (C-26), 42.61 (quart.), 41.92 (CH), 40.20 (CH), 40.03 (CH.,), 35.72 (CH),
35.25 (CH), 35.17 (CH,), 34.77 (quat), 32.61 (CH.), 30.93 (CH.,), 30.87 (CH,), 28.07
(CH.), 27.20 (CH.), 26.64 (CH,), 26.26 (CH,), 24.09 (CH,), 23.30 (CHs), 20.69 (CH.),
18.14 (CH3), 11.92 (CH;) ppm.

5.4.7 30,7%,120-Trimethoxy-5@8-cholansauremethylester (31)

250 mg (0.612 mmol) Cholsdure (3) werden in 10 mL abs. THF suspendiert, mit 73 mg (3.06 mmol)
Natriumhydrid versetzt und 2 h unter Riickfluss erhitzt. Es werden 386 mg (3.06 mmol)
Dimethylsulfat hinzugegeben und unter Riickfluss erhitzt. Nach 48 h und mehrmaligem

Nachdosieren von Natriumhydrid und Dimethylsulfat zeigt das DC noch immer keinen
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vollstindigen Umsatz, so dass die Reaktion abgebrochen wird. Eine Trennung des

Produktgemisches ist nicht moglich.

5.4.8 Lithocholsauremethylester (32)

0.2 mL Acetylchlorid (235 mg, 3 mmol) werden in 100 mL abs. MeOH vorgelegt und einige
Minuten gerithrt. Nach Zugabe von 11.3 g (30.0 mmol) Lithocholsédure (5) rithrt man die
Reaktionsmischung bei RT. Der Reaktionsverlauf wird diinnschichtchromatographisch (Kieselgel,
CHCIl; : MeOH = 5 : 1) verfolgt. Nachdem das DC kein Edukt mehr zeigt, wird das Lsm. i. Vac
entfernt und das Produkt im HV getrocknet.

Ausbeute: 11.8 g (30.2 mmol) 32 als farbloser Feststoff.

C25H4203: 390.60 g/l’l’lOl

H O\\\““.

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 3.64 (s; 3H; H-25), 3.60 (m;1H; H-3), 2.33 (m; 1H), 2.19 (m;
1H), 1.93 (dt; J = 12.1 Hz, J = 3 Hz; 1H), 1.87-0.88 (m; 25H), 0.90 (s; 3H; H-19), 0.89
(d; J=6.3 Hz; 3H; H-21), 0.62 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL): O= 174.71 (C-24), 71.74 (C-3), 56.44 (CH), 55.91 (CH), 51.40
(C-25), 42.67 (quart.), 42.05 (CH), 40.39 (CH), 40.12 (CH,), 36.39 (CH,), 35.79 (CH),
35.31 (CH), 34.51 (quart.), 31.00 (CH,), 30.95 (CH,), 30.48 (CH.), 28.12 (CH,), 27.15
(CH,), 26.37 (CHy), 24.15 (CH,), 23.32 (CHs), 20.77 (CH,), 18.21 (CHs), 11.98 (CHs)

5.4.9 3@-(9H-Fluoren-2-yl-carbamoyl)-5f-cholansdauremethylester (33)

Zu einer Losung aus 104 mg (0.500 mmol) 9H-Fluoren-2-yl-isocyanat in trockenem THF werden

195 mg (0.500 mmol) Lithocholsduremethylester (10), geldst in trockenem THEF, gegeben. Die
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Reaktionsmischung wird 48 h bei RT geriihrt. Auf dem DC ist keinerlei Umsatz zu erkennen, die

Reaktion wird abgebrochen.

5.4.10 3-(1-Naphthyl-carbamoyl)-5f-cholansauremethylester (34)

Zu einer Losung aus 391 mg (1.00 mmol) Lithocholsduremethylester (10) in trockenem THF
werden 170 mg (1.00 mmol) 1-Naphthylisocyanat gegeben. Die Reaktionsmischung wird 24 h unter

Riickfluss geriihrt. Auf dem DC ist keinerlei Umsatz zu erkennen, die Reaktion wird abgebrochen.

5.4.11 3&,12&-Dimethoxy-5f-cholan-24-ol (36)

Zu einer Suspension aus 2.4 g (63 mmol) LAH in wenig abs. THF werden langsam und unter
intensivem Riihren 36.6 g (84.2 mmol) 3011 7[Dimethoxy-5Ccholansduremethylester (24) geldst in
300 mL abs. THF gegeben und 90 min bei RT geriihrt. Anschliefend wird das iiberschiissige LAH
vorsichtig mit 2 N Salzsdure (50 mL) hydrolysiert und die wéssrige Suspension mit MTBE (3 x 50
mL) extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit ges. NaHCOs-Losung (50 mL), Wasser
(50 mL) und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Lsm. wird i. Vac.
entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.

Ausbeute: 32.9 g (80.8 mmol; 96 %) 36 als farbloses Pulver.

C26H4603: 406.64 g/mol

25
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'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 3.60 (t; J = 8 Hz; 2H; H-24), 3.40 (m; 1H; H-12), 3.32 (s; 3H;
H-25), 3.24 (s; 3H; H-26), 3.13 (m; 1H; H-3), 1.89-0.90 (m; 26H), 0.91 (d; J = 6 Hz;
3H; H-21), 0.90 (s; 3H), 0.65 (s; 3H) ppm.

BC-NMR (126 MHz, CDCl;): 0= 82.27 (C-12), 80.46 (C-3), 63.55 (C-24), 55.60 (C-26), 55.46
(C-25), 48.82 (CH), 46.69 (CH), 46.27 (quat), 42.07 (CH), 36.00 (CH), 35.36 (CH),
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35.30 (CH,), 34.45 (quat), 33.52 (CH), 32.57 (CH,), 31.74 (CH,), 29.46 (CH.,), 27.53
(CH,), 27.31 (CHy), 26.77 (CH,), 26.09 (CH,), 23.66 (CH,), 23.26 (CHs), 21.93 (CH.),
17.68 (CHs), 12.68 (CHs) ppm.

5.4.12 30,12&-Dimethoxy-5f+-cholan-24-ylazid (37)

12.0 g (24.7 mmol) 3011 12[FDimethoxy-5L}tcholan-24-ylmesylat (39) werden in trockenem Aceton
gelost und mit 5.67 g (49.4 mmol) Natriumazid sowie 78 mg (0.494 mmol) TMGA versetzt und
16 h unter Riickfluss geriihrt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Wasser versetzt,
mehrmals mit MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen {iber Magnesiumsulfat getrocknet und

das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 10.5 g (24.3 mmol; 98 %) 37 als farbloses Ol.

C26H45N3022 431.65 g/mol

25
™~

w
0"

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): (0= 3.37 (t; J = 2.9 Hz; 1H; H-12), 3.33 (s; 3H; H-25), 3.24 (s; 3H;
H-26), 3.21 (m; 2H; H-24), 3.13 (m; 1H; H-3), 1.89-0.90 (m; 26H), 0.91 (d; J= 6.5 Hz;
3H; H-21), 0.90 (s; 3H), 0.65 (s; 3H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCl;): 0= 82.22 (C-12), 80.44 (C-3), 55.58 (C-26), 55.47 (C-25), 51.96
(C-24), 48.81 (CH), 46.54 (CH), 46.29 (quat), 42.07 (CH), 36.00 (CH), 35.30 (CH,),
35.21 (CH), 34.44 (quat), 33.51 (CH), 32.82 (CH,), 32.58 (CH,), 27.50 (CH.,), 27.31
(CH.), 26.78 (CH.,), 26.08 (CH,), 25.51 (CH,), 23.64 (CH,), 23.25 (CHs), 21.92 (CH.),
17.63 (CHs), 12.66 (CHs) ppm.
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5.4.13 30,12&-Dimethoxy-5f+-cholan-24-ylmesylat (39)

10.0 g (24.6 mmol) 301, 70}-Dimethoxy-5L}Fcholan-24-ol (36) werden in 150 mL abs. THF gelost. Es
werden 4.98 g (49.2 mmol) Triethylamin und 50 mg (0.41 mmol) 4-DMAP hinzugegeben. Unter
Eiskiihlung werden 5.64 g (49.2 mmol) Mesylchlorid hinzugetropft und die Reaktionsmischung 3 h
bei RT geriihrt. Nun wird die Reaktionsmischung mit dest. Wasser versetzt und mehrmals mit
MTBE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit 2 N Salzsdure, ges. NaHCO;-Lsg. und
ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Los. wird 1. Vac. entfernt.

Ausbeute: 11.9 g (24.5 mmol, 100 %) 39 als farbloses Ol.

Cz7H4sOsS: 484.73 g/l’l’lOl

5.4.14 3©,12@-Dimethoxy-5fFcholan-24-ylamin (43)

10.5 g (24.3 mmol) 30, 7[FDimethoxy-5+cholan-24-ylazid (37) werden in THF:Wasser 10:1 gelost
und mit 210 mg Lindlar-Kat. versetzt. AnschlieBend wird 18 h bei RT und 40 bar hydriert. Danach

wird der Katalysator {iber Kieselgur abfiltriert und das Lsm. 1. Vac. entfernt.
Ausbeute: 95.4 g (23.5 mmol; 97 %) 43 als farbloser Feststoff.

C26H47N022 405.66 g/l’l’lOl

25
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'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): 0= 3.36 (t; J = 2.9 Hz; 1H; H-12), 3.31 (s; 3H; H-25), 3.23 (s; 3H;
H-26), 3.11 (m; 1H; H-3), 2.62 (m; 2H; H-24), 1.89-0.90 (m; 26H), 0.89 (s; 3H), 0.88
(d; J=6.5 Hz; 3H; H-21), 0.64 (s; 3H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCl;): 0= 82.25 (C-12), 80.43 (C-3), 55.58 (C-26), 55.45 (C-25), 48.80
(CH), 46.68 (CH), 46.26 (quat), 42.74 (C-24), 42.05 (CH), 35.98 (CH), 35.40 (CH),
35.28 (CH,), 34.43 (quat), 33.50 (CH), 32.96 (CH.), 32.56 (CH.,), 30.37 (CH,), 27.54
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17.71 (CH3), 12.65 (CHs) ppm.

5.4.15 30,12&-Dimethoxy-5f-cholan-24-ylisocyanat (44)

406 mg (1.00 mmol) 30, 7[+FDimethoxy-5[Fcholan-24-ylamin (43) werden in Chloroform gelost. Es
wird ges. NaHCO;-Lsg. zugegeben, so dass ein Zweiphasensystem entsteht. Unter Eiskiihlung
werden 989 mg (2.00 mmol) Phosgen-Losung (20 Gew.-% in Toluol) mit einer Spritze zur unteren
Phase hinzugegeben. Anschlieend wird 30 min bei 0 °C intensiv geriihrt. Die Phasen werden
getrennt, die wissrige Phase mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten org. Phase iiber Na,SO,

getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 436 mg (1.01 mmol; quant.) 44 als farbloser Feststoff.

Cy;HsNO5:  431.65 g/mol

NCO
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'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): (0= 3.38 (t; J = 2.9 Hz; 1H; H-12), 3.34 (s; 3H; H-25), 3.25 (s; 3H;
H-26), 3.25 (t; J = 7.0 Hz; Hz; 2H; H-24), 3.14 (m; 1H; H-3), 1.90-0.91 (m; 26H), 0.91
(s; 3H), 0.91 (d; J= 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.67 (s; 3H) ppm.

13C-NMR (126 MHz, CDCL): 0= 121.93 (NCO), 82.23 (C-12), 80.47 (C-3), 55.61 (C-26), 55.50
(C-25), 48.84 (CH), 46.51 (CH), 46.31 (quat), 43.49 (C-24), 42.08 (CH), 36.02 (CH),
35.32 (CH,), 35.07 (CH), 34.47 (quat), 33.53 (CH), 32.69 (CH,), 32.59 (CH.), 28.03
(CH.), 27.50 (CH,), 27.32 (CH,), 26.81 (CH,), 26.09 (CH,), 23.66 (CH,), 23.27 (CHs),
21.93 (CH,), 17.68 (CH;), 12.68 (CH;) ppm.
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5.4.16 {4-[1-(3&,12&-Dimethoxy-5@-cholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-
buten-1-yloxy} -hepta-O-acetyl-fFo-lactosid (57)

200 mg (0.269 mmol) (£)-4-(2-Propinyloxy)-2-buten-1-yl-hepta-O-acetyl-[}+p-lactosid (53) und
116 mg (0.269 mmol) 3[17[FDimethoxy-5[}Fcholan-24-ylazid (37) werden in 3 mL fert.-Butanol
gelost. AnschlieBend werden 269 pL 0.4 M Na-Ascorbat-Lsg. und dann 269 pL 0.1 M CuSOs-Lsg.
hinzugegeben und die Reaktionsmischung 14 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung mit Wasser versetzt, mehrmals mit Chloroform extrahiert, die vereinigten org.
Phasen tber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Der Riickstand wird
sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 1:2) gereinigt.

Ausbeute: 270 mg (0.230 mmol; 85 %) 57.

C59H89N3021: 503.71 g/mol

N

W
o°

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): (0= 7.52 (s; 1H; H-27), 5.75 (m; 1H; H-31), 5.65 (m; 1H; H-32), 5.33
(dd; J=3.4 Hz, ] = 0.9 Hz; 1H; H-43), 5.17 (dd; J = 9.7 Hz, ] = 9.3 Hz; 1H; H-36), 5.09
(dd; J =10.4 Hz, ] = 7.8 Hz; 1H; H-41), 4.94 (dd; J = 10.4 Hz, J = 3.5 Hz; 1H; H-42),
4.88 (dd; J =9.5 Hz, ] = 7.9 Hz; 1H; H-35), 4.60 (s; 2H; H-29), 4.50 (d; ] =7.9 Hz; 1H;
H-34), 4.49 (dd; J = 11.7 Hz; J = 2.1 Hz; H-39a), 4.48 (d; J = 7.8 Hz; 1H; H-40),
4.32-421 (m; 4H; H-33/H-24), 4.14-4.05 (m; 5H; H-30/H-39b/H-45), 3.86 (ddd;
J=73Hz, J =73 Hz, J = 0.9 Hz; 1H; H-44), 3.79 (dd; ] = 9.9 Hz, ] = 9.7 Hz; 1H;
H-37), 3.59 (ddd; J=9.9 Hz, J = 4.8 Hz, J = 2.1 Hz; 1H; H-38), 3.36 (t; ] =2.7 Hz;
H-12), 3.33 (s; 3H; H-25), 3.23 (s; 3H; H-26), 3.13 (m; 1H; H-3), 2.14 (s; 3H; Ac-H),
2.11 (s; 3H; Ac-H), 2.05 (s; 3H; Ac-H), 2.04 (s; 3H; Ac-H), 2.03 (s; 3H; Ac-H), 2.03 (s;
3H; Ac-H), 2.02 (s; 3H; Ac-H), 1.89-0.90 (m; 26H), 0.89 (s; 3H), 0.88 (d; J = 6.5 Hz;
3H; H-21), 0.64 (s; 3H) ppm.



5. Experimenteller Teil 137

BC-NMR (125 MHz, CDCly): 0= 170.31 (C=Ox.), 170.30 (C=Oa.), 170.09 (C=O.), 170.00
(C=04,), 169.71 (C=04.), 169.59 (C=Oa.), 169.04 (C=04.), 144.76 (C-28), 129.92
(C-31), 128.32 (C-32), 122.22 (C-27), 101.07 (C-40), 99.26 (C-34), 82.16 (C-12), 80.44
(C-3), 76.20 (CH), 72.85 (CH), 72.60 (CH), 71.61 (CH), 70.99 (CH), 70.66 (CH), 69.08
(CH), 66.60 (CH), 65.80 (CH.,), 64.78 (CH,), 63.68 (CH,), 61.94 (CH,), 60.77 (CH,),
55.57 (C-26), 55.50 (C-25), 50.82 (CH.), 48.81 (CH), 46.39 (CH), 46.29 (quart.), 42.05
(CH), 35.98 (CH), 35.28 (CH.), 35.03 (CH), 34.44 (quart.), 33.50 (CH), 32.59 (CH.,),
27.47 (CH,), 27.29 (CH,), 27.00 (CH,), 26.78 (CH.,), 26.07 (CH,), 23.61 (CH,), 23.25
(CHs), 21.89 (CHy), 20.85 (CHs), 20.76 (CHs), 20.69 (CHs), 20.59 (CHs), 20.59 (CHs),
20.59 (CHs), 20.46 (CHs), 17.57 (CHs), 12.65 (CHs) ppm.

5.4.17 {4-[1-(30},12&-Dimethoxy-5@-cholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-(Z)-2-
buten-1-yloxy} -Bro-lactosid (60)

270 mg (0.230 mmol) {4-[1-(30],12[}FDimethoxy-5[+cholan-24-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl]-methoxy-
(Z)-2-buten-1-yloxy}-hepta-O-acetyl-Lp-lactosid (57) werden in abs. Methanol geldst und mit einer
katalytischen Menge Natriummethanolat versetzt. Nach 2 h zeigt das DC vollstindigen Umsatz. Die
Reaktionslosung wird mit saurem lonentauscher versetzt, der nach 15 min Riihren abfiltriert wird.

Das Lsm. wird i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 202 mg (0.230 mmol; quant.) 60 als farbloser Feststoff.

C45H75N3014: 503.71 g/l’l’lOl

HOOH
35 . O|§|7 HO 1 43
HO o) 0]
0 o~ 40 44 45 OH
33 34 38 OH
25\ §
o™

'"H-NMR (500 MHz, d.-MeOH): 0= 7.76 (s; 1H; H-27), 5.59-5.49 (m; 2H; H-31, H-32), 4.38 (s;
2H; H-29), 4.21-4.05 (m; 6H), 3.93 (m; 2H; H-30), 3.72-3.44 (m; 5H), 3.39-3.17 (m;
7H), 3.12 (s; 3H; H-25), 3.06 (s; 3H; H-26), 3.09 (m; 1H; H-30a), 2.99 (m; 1H),
1.83-0.72 (m; 26H), 0.73 (s; 3H), 0.72 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.48 (s; 3H) ppm.
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BC-NMR (125 MHz, d,-MeOH): (= 145.87 (C-28), 130.39 (C-31/C-32), 130.35 (C-31/C-32),
125.10 (C-27), 105.15 (C-40), 103.14 (C-34), 83.75 (C-12), 81.98 (C-3), 80.77 (C-37),
77.11 (C-44), 76.55 (C-38), 76.49 (C-36), 74.85 (C-41), 74.71 (C-42), 72.58 (C-35),
70.32 (C-43), 66.86 (C-30), 65.65 (C-33), 64.05 (C-29), 62.52 (C-45), 62.03 (C-39),
56.13 (C-26), 55.87 (C-25), 51.82 (C-24), 50.27 (CH), 49.90 (CH), 47.84 (CH), 47.58
(quart.), 43.38 (CH), 37.34 (CH), 36.29 (CH), 36.25 (CH.,), 35.49 (quart.), 34.91 (CH),
33.87 (CH.), 33.68 (CH,), 28.48 (CH.,), 28.33 (CH.), 27.95 (CH,), 27.91 (CH,), 27.42
(CH,), 24.72 (CH,), 23.77 (CHs), 23.04 (CH,), 18.30 (CHs), 13.22 (CH;) ppm.

5.4.18 3@,12&-Dimethoxy-24-oxo-5@-cholan (75)

814 mg (2.00 mmol) 30}, 12[FDimethoxy-5[}+cholan-24-o0l (36) werden in 20 mL Dichlormethan
gelost und mit 906 mg (2.40 mmol) PDC versetzt. Die Reaktionsmischung wird 5 h bei RT geriihrt.
Der Reaktionsverlauf wird mittels DC (Kieselgel, CH:EE = 1:1) verfolgt. Nach vollstindiger
Umsetzung wird die Reaktionsmischung mit Ether verdiinnt und iiber Kieselgel filtriert. Das Lsm.

wird 1. Vac. entfernt.

Ausbeute: 596 mg (1.47 mmol; 74 %) 75.

C26H4403: 404.63 g/l’l’lOl

2
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"H-NMR (500 MHz, CDCl): 0= 9.76 (t; J = 1.9 Hz; 1H; H-24); 3.37 (t; ] = 2.7 Hz; 1H; H-12),
3.33 (s; 3H; H-25), 3.24 (s; 3H; H-26), 3.14 (m; 1H; H-3), 1.89-0.89 (m; 26H), 0.90 (s;

3H), 0.89 (d; J= 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.65 (s; 3H) ppm.

BC-NMR (126 MHz, CDCl;): 0= 203.35 (C-24), 82.17 (C-12), 80.43 (C-3), 55.60 (C-26), 55.51
(C-25), 48.82 (CH), 46.39 (CH), 46.31 (quat), 42.04 (CH), 40.82 (C-23), 35.98 (CH),
35.28 (CH,), 34.99 (CH), 34.45 (quat), 33.49 (CH), 32.55 (CH,), 27.87 (CH,), 27.44
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(CH»), 27.29 (CH,), 26.78 (CH,), 26.06 (CH>), 23.63 (CH,), 23.26 (CH3), 21.89 (CH»),
17.41 (CHs;), 12.69 (CH;) ppm.

5.4.19 N-(30,126-Dimethoxy-58cholan-24-yl)-7-aminonaphthalin-1,3-disulfonsaure
(76)

Aus 3©,12@-Dimethoxy-5f-cholan-24-ylmesylat (39)

131 mg (0.270 mmol) 301, 12[}Dimethoxy-5[Fcholan-24-ylmesylat (39), 185 mg (0.540 mmol) 7-
Aminonaphthalin-1,3-disulfonsdure und 54 mg (0.54 mmol) NEt; werden in
Ethylenglykoldimethylether gelost und 24 h unter Riickfluss erhitzt. Produktbildung ist auf dem DC

nicht zu erkennen.

Aus 3@,12@-Dimethoxy-24-oxo-5F+-cholan (75)

140 mg (0.350 mmol) 30],120}-Dimethoxy-24-oxo-5Fcholan (75) und 118 mg (0.350 mmol) 7-
Aminonaphthalin-1,3-disulfonsdure werden in 2-Propanol geldst und mit 13 mg (0.350 mmol)

NaBH, versetzt. Nach 24 h Erhitzen unter Riickfluss kann keinerlei Umsatz beobachtet werden.

5.4.20 N-(30i,12t-Dimethoxy-5B-cholan-24-yl)-maleinsduremonoamid (78)

1.62 g (4.00 mmol) 300,12[FDimethoxy-5CFcholan-24-ylamin (43) werden in wenig Chloroform
geldst und mit 394 mg (4.00 mmol) Maleinsdureanhydrid versetzt. Nach 2 h Riihren bei RT wird der
Niederschlag abfiltriert und mit wenig Chloroform gewaschen. Bei hoheren Anspriichen an die
Reinheit wird das Produkt sdulenchromatographisch (Kieselgel, CHCl;:MeOH = 10:1 v/v, mit 1 %

Essigsdure) gereinigt.

Ausbeute: 1.85 g (3.67 mmol; 92 %) 78 als farbloser Feststoff.

R;=0.35 (CHCIl5;:MeOH = 10:1 v/v, mit 1 % Essigsiure)

C30H49N05: 503.71 g/mol
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'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): (0= 6.47 (d; J = 12.8 Hz; 1H; H-28), 6.31 (d; J = 12.8 Hz; 1H; H-29),
3.37 (t; J = 2.7 Hz; 1H; H-12), 3.33 (s; 3H; H-25), 3.23 (s; 3H; H-26), 3.15 (m; 1H;
H-3), 3.15 (m; 2H; H-24), 1.89-0.90 (m; 26H), 0.89 (s; 3H), 0.88 (d; J = 6.5 Hz; 3H;
H-21), 0.64 (s; 3H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 169.76 (C-30), 166.10 (C-27), 135.17 (C-28), 132.03 (C-29),
82.26 (C-12), 80.53 (C-3), 55.59 (C-26), 55.50 (C-25), 48.96 (CH), 46.38 (CH), 46.27
(quat), 41.99 (CH), 41.02 (C-24), 35.92 (CH), 35.22 (CH,), 35.09 (CH), 34.38 (quat),
33.53 (CH), 32.85 (CH.), 32.58 (CH,), 27.52 (CH,), 27.22 (CH,), 26.76 (CH,), 26.07
(CH,), 25.13 (CH,), 23.60 (CH,), 23.21 (CHs), 21.93 (CH,), 17.55 (CHs), 12.65 (CHs)

5.4.21 3-Hydroxy-5fFcholan-24-ol (80)

Zu einer Suspension aus 77 mg (2.1 mmol) LAH in wenig abs. THF werden langsam und unter
intensivem Riithren 200 mg (0.512 mmol) Lithocholsduremethylester (32) gelost in abs. THF
gegeben und 90 min bei RT geriihrt. AnschlieBend wird das tiberschiissige LAH mit 2 N Salzsédure
hydrolysiert und die wissrige Suspension mehrmals mit MTBE extrahiert. Die vereinigten org.
Phasen werden mit ges. NaHCO;-Losung, Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber

MgSO, getrocknet. Das Lsm. wird i. Vac. entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.
Ausbeute: 194 mg (0.512 mmol; quant.) 80 als farbloser Feststoft.

C24H4203: 378.59 g/l’l’lOl
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H O\\\\\“.

'"H-NMR (300 MHz, de-DMSO): 0= 4.06 (s; OH), 3.30 (m; 3H; H-3, H-24), 1.95-0.86 (m; 28H),
0.87 (d; J=6.0 Hz; 3H), 0.86 (s; 3H), 0.61 (s; 3H) ppm.

3C-NMR (75 MHz, d-DMSO): 0= 70.00 (C-3), 61.37 (C-24), 56.27 (CH), 55.98 (CH), 42.38
(quart.), 41.72 (CH), 40.16 (CH), 39.94 (CH.), 36.31 (CH,), 35.57 (CH), 35.31 (CH),
35.26 (CH,), 34.33 (quart.), 31.91 (CH,), 30.40 (CH,), 29.21 (CH.), 28.01 (CH,), 27.05
(CH.), 26.31 (CH,), 23.98 (CH.,), 23.30 (CHs), 20.56 (CH,), 18.57 (CH:), 11.87 (CHs)

5.4.22 3-Methoxy-5@-cholan-24-ol (81)

Zu einer Suspension aus 137 mg (3.61 mmol) LAH in wenig abs. THF werden langsam und unter
intensivem Riihren 1.94 g (4.80 mmol) 3[}Methoxy-5[Fcholansduremethylester (30) gelost in 30
mL abs. THF gegeben und 90 min bei RT geriihrt. AnschlieBend wird das iiberschiissige LAH
vorsichtig mit 2 N Salzsdure (50 mL) hydrolysiert und die wéssrige Suspension mit MTBE (3 x 50
mL) extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden mit ges. NaHCO;-Losung (50 mL), Wasser
(50 mL) und ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Lsm. wird i. Vac.
entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.

Ausbeute: 1.77 g (4.70 mmol; 98 %) 81 als farbloser Feststoff.

C25H4402: 376.62 g/l’l’lOl
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'H-NMR (300 MHz, CDCL): 0= 3.59 (t; ] = 6.7 Hz; 2H; H-24), 3.32 (s; 3H; H-25), 3.14 (m; 1H;
H-3), 1.96-0.86 (m; 28H), 0.90 (d; J = 6.5 Hz; 3H), 0.89 (s; 3H), 0.62 (s; 3H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 0= 80.38 (C-3), 63.41 (C-24), 56.40 (CH), 56.11 (CH), 55.46 (C-25),
42.61 (quart.), 41.96 (CH), 40.27 (CH), 40.11 (CH,), 35.76 (CH), 35.56 (CH), 35.22
(CH,), 34.81 (quart.), 32.66 (CH,), 31.78 (CH,), 29.37 (CH,), 28.25 (CH,), 27.26 (CH,),
26.69 (CH,), 26.34 (CH,), 24.16 (CH,), 23.36 (CH3), 20.74 (CH,), 18.56 (CHs), 11.97
(CHs) ppm.

5.4.23 3-Oxocholansauremethylester (82)

Es werden 200 mg (0.512 mmol) Lithocholsdure (5) in 10 mL CH,Cl, gelost, mit 300 mg (0.797
mmol) PDC versetzt und 48 h bei RT geriihrt. Anschlieend wird die Reaktionsmischung mit Ether
versetzt und iiber MgSO; filtriert. Das Lsm. wird am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand

in n-Hexan gel6st und filtriert. Das Lsm. wird i. Vac. entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.

Ausbeute: 203 mg (0.522 mmol; quant.) 82 als farbloser Feststoft.

C25H4003I 388.58 g/l’l’lOl

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): (0= 3.60 (s; 3H; H-25), 2.34-0.84 (m; 28H); 0.95 (s; 3H; H-19), 0.85
(d; J=6.3 Hz; 3H; H-21), 0.61 (s; 3H; H-18) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl;): 0= 213.53 (C-3), 174.82 (C-24), 56.49 (CH), 56.02 (CH), 51.61
(C-25), 44.42 (CH), 42.84 (quart.), 42.46 (CH,), 40.76 (CH), 40.11 (CH»), 37.32 (CH.,),
37.10 (CH,), 35.59 (CH), 35.43 (CH), 34.96 (quart.), 31.10 (CH,), 31.04 (CH,), 28.25
(CH»), 26.69 (CH,), 25.85 (CH,), 24.24 (CH,), 22.75 (CH3), 21.67 (CH,), 18.36 (CHs),
12.16 (CH;) ppm.
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5.4.24 3-Hydroxy-3-(2-propen-1-yl)-cholansauremethylester (83)

250 mg (0.643 mmol) 3-Oxocholanséduremethylester (82) werden in 10 mL Methanol/Wasser 10:1
(v/v) gelost und mit 233 mg (1.93 mmol) Allylbromid versetzt. 222 mg (1.93 mmol) Indium werden
portionsweise hinzugegeben und die Reaktion 16 h bei RT geriihrt. Anschlieend wird das Lsm. 1.
Vac. entfernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und mit MTBE extrahiert. Die vereinigten
org. Phasen werden tiber MgSO, getrocknet, das Lsm. i. Vac. entfernt und der Riickstand im HV

getrocknet.
Ausbeute: 245 mg (0.569 mmol; 88 %) 83 als farbloses Ol.

C23H4603Z 430.66 g/mol

'"H-NMR (300 MHz, CDCls): (0= 5.89 (ddt; J =40.2 Hz, ] = 16.9 Hz, J = 7.5 Hz; 1H; H-27), 5.12
(m; 2H; H-28), 3.65 (s; 3H; H-25), 2.39-0.84 (m; 31H); 0.94 (s; 3H; H-19), 0.90 (d; J =
6.3 Hz; 3H; H-21), 0.63 (s; 3H; H-18) ppm.

13C-NMR (75 MHz, CDCl;): 0= 174.76 (C-24), 133.71 (C-27), 118.64 (C-28), 71.47 (C-3), 56.52
(CH), 55.92 (CH), 51.45 (C-25), 48.74 (C-26), 42.72 (quart.), 40.13 (CH,), 39.66 (CH),
38.10 (CH), 37.72 (CH,), 35.57 (CH), 35.32 (CH), 34.77 (quart.), 31.93 (CH.,), 31.63
(CH.,), 30.99 (CH.), 28.15 (CH.), 26.87 (CH,), 26.64 (CH,), 26.28 (CH,), 24.12 (CH,),
23.62 (CHs), 21.04 (CH,), 18.24 (CH3), 12.02 (CH;) ppm.

5.4.25 3-(2-Bromethyliden)-cholansauremethylester (85)

126 mg (0.515 mmol) Diethyl-2-bromethylphosphonat werden in trockenem THF vorgelegt und mit
62 mg (1.544 mmol) NaH versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Dann werden 200 mg (0.515 mmol)
3-Oxocholansduremethylester (82) in trockenem THF gelost zugegeben und 16 h unter Riickfluss
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erhitzt. Die Bildung eines Produktes konnte diinnschichtchromatigraphisch nicht nachgewiesen

werden.

5.4.26 Acetylessigsaure-(3@,120-Dimethoxy-5f+-cholan-24-yl)-ester (86)

1000 mg (2.46 mmol) 3[112[FDimethoxy-5[}Fcholan-24-o0l (36) werden in trockenem THF gelost
und mit 414 mg (4.92 mmol) Diketen sowie 5 mg 4-DMAP versetzt. Nach 1 h Riihren bei RT wird
die Reaktionsmischung mit MTBE versetzt, mit 2 N Salzsdure, ges. NaHCO;-Lsg. und ges. NaCl-
Lsg. gewaschen, liber MgSO, getrocknet und das Lsm i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 1200 mg (2.45 mmol; 99 %) 86.

C30H5005: 490.72 g/l’l’lOl

30

"H-NMR (500 MHz, CDClL): 0= 4.08 (m; 2H; H-24), 3.41 (s; 2H; H-28), 3.35 (t; J = 2.7 Hz; 1H;
H-12), 3.30 (s; 3H; H-25), 3.21 (s; 3H; H-26), 3.11 (m; 1H; H-3), 2.24 (s; 3H; H-30),
1.86-0.87 (m; 26H), 0.88 (s; 3H), 0.87 (d; /= 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.63 (s; 3H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 200.43 (C-29), 167.08 (C-27), 82.15 (C-12), 80.37 (C-3), 65.96
(C-24), 55.52 (C-26), 55.40 (C-25), 50.04 (C-28), 48.75 (CH), 46.47 (CH), 46.21
(quart.), 41.99 (CH), 35.93 (CH), 35.23 (CH,), 35.03 (CH), 34.38 (quart.), 33.44 (CH),
32.51 (CH,), 31.71 (CH.), 30.01 (C-30), 27.40 (CH,), 27.24 (CH,), 26.71 (CH,), 26.02
(CH,), 25.01 (CH,), 23.57 (CH,), 23.19 (CHs), 21.85 (CH,), 17.51 (CHs), 12.60 (CHs)
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5.4.27 N-(30i,120-Dimethoxy-5FFcholan-24-yl)-acetylessigsdaureamid (87)

500 mg (1.23 mmol) 301, 70}Dimethoxy-5CFcholan-24-ylamin (43) werden in trockenem THF gelost
und mit 197 mg (2.32 mmol) Diketen versetzt. Nach 1 h Riihren bei RT wird das Lsm i. Vac.

entfernt.

Ausbeute: 584 mg (1.19 mmol; 97 %) 87.

C30H51N04: 489.73 g/l’l’lOl

30

2
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"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 6.94 (bs; NH), 3.37 (s; 2H; H-28), 3.35 (t; J = 2.7 Hz; 1H; H-12),
3.31 (s; 3H; H-25), 3.22 (s; 3H; H-26), 3.17 (m; 1H; H-3), 3.12 (m; 2H; H-24), 2.24 (s;
3H; H-30), 1.84-0.87 (m; 26H), 0.89 (s; 3H), 0.87 (d; J = 6.5 Hz; 3H; H-21), 0.63 (s;
3H) ppm.

3C-NMR (125 MHz, CDCl;): 0= 204.72 (C-29), 165.25 (C-27), 82.19 (C-12), 80.42 (C-3), 55.55
(C-26), 55.43 (C-25), 49.59 (C-28), 48.77 (CH), 46.54 (CH), 46.23 (quart.), 42.02 (CH),
39.98 (C-24), 35.95 (CH), 35.25 (CH.,), 35.10 (CH), 34.41 (quart.), 33.47 (CH), 32.91
(CH.), 32.53 (CHy), 30.97 (C-30), 27.44 (CH,), 27.27 (CH,), 26.73 (CH,), 26.04 (CH,),
25.88 (CH,), 23.61 (CH,), 23.21 (CHs), 21.87 (CH,), 17.60 (CHs), 12.63 (CH;) ppm.

5.5 Acridon

5.5.1 10-(5-Brom-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (45)

781 mg (4 mmol) Acridon (1) werden in trockenem THF suspendiert und mit 106 mg (4.4 mmol)
NaH und 30 min unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend werden 5.52 g (24 mmol) Dibrompentan
hinzugefiigt und weitere 12 h unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser

versetzt, mehrmals mit MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen
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und iiber MgSO, getrocknet. Das Lsm. wird i. Vac. entfernt. Das verbleibende gelbe Ol wird
sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 4:1, mit 1 % NEt;) getrennt.

Ausbeute: 1.02 g (2.95 mmol; 74 %) 45 als blassgelber Feststoff.

CisHisBrNO: 344.25 g/mol

Br

'H-NMR (500 MHz, CDClLy): (0= 8.56 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.8 Hz; 2H; H-1/8), 7.71 (ddd;
J=8.7Hz,J=6.9 Hz, J = 1.8 Hz; 2H; H-3/6), 7.44 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.27 (m;
2H; H-2/7), 4.23 (m; 2H; H-11), 3.37 (t; J = 6.5 Hz; 2H; H-15), 1.91 (m; 2H), 1.85 (m;
2H), 1.63 (m; 2H; H-13) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL,): 0= 177.82 (C-9), 141.57 (C-4a/10a), 133.86 (C-3/6), 127.93
(C-1/8), 122.40 (C-8a/9a), 121.18 (C-2/7), 114.34 (C-4/5), 45.78 (C-11), 33.22 (C-15),
32.13 (C-14), 26.30 (C-12), 25.36 (C-13) ppm.

Als Nebenprodukt konnte bei der Chromatographie 10-(4-Penten-1-yl)-acridin-9(10H)-on (48)

isoliert werden.

Ausbeute: 200 mg (0.76 mmol; 19 %) 48 als blassgelber Feststoft.

C13H17NOZ 263.33 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): 0= 8.56 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.69 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-3/6), 7.45 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.26 (dd;
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J=28.0 Hz, J = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 5.94 (ddt; ] = 17.0 Hz, J = 10.2 Hz, J = 6.7 Hz; 1H;
H-14), 5.17 (ddt; J = 17.0 Hz, J = 1.5 Hz, J = 1.5 Hz; 1H; H-15g), 5.13 (ddt; J = 10.2
Hz,J=1.5 Hz, ] = 1.5 Hz; 1H; H-157), 4.30 (m; 2H; H-11), 2.31 (tddd; J = 7.0 Hz, J =
6.7 Hz,J=1.5Hz,J] = 1.5 Hz; 2H; H-13), 2.00 (m; 2H; H-12) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 177.86 (C-9), 141.65 (C-4a/10a), 136.67 (C-14), 133.81 (C-3/6),
127.91 (C-1/8), 122.42 (C-8a/9a), 121.13 (C-2/7), 116.38 (C-15), 114.44 (C-4/5), 45.38
(C-11), 30.80 (C-13), 25.91 (C-12) ppm.

5.5.2 10-(5-Azido-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (46)

793 mg (2.30 mmol) N-(5-Brom-1-pentyl)-acridon (45) werden in trockenem Aceton geldst und mit
302 mg (3.65 mmol) NaN; sowie 18 mg (0.115 mmol) TMGA versetzt und 16 h unter Riickfluss
erhitzt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit Wasser versetzt, mit MTBE extrahiert, die
vereinigten org. Phasen liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Um das
Ausfallen des Produktes beim Entfernen des Lsm. zu begiinstigen, wird Cyclohexan:Essigester 4:1

(v/v) zugesetzt.

Ausbeute: 706 mg (2.30 mmol; 100 %) 46 als gelber Feststoff.

C18H18N40: 306.36 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): (0= 8.55 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.5 Hz; 2H; H-1/8), 7.70 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.0 Hz, ] = 1.5 Hz; 2H; H-3/6), 7.44 (d; ] = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.26 (dd;
J=8.0 Hz, ] = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 4.31 (m; 2H; H-11), 3.34 (t; J = 6.5 Hz; 2H; H-15),
1.93 (m; 2H), 1.72 (m; 2H), 1.62 (m; 2H; H-13) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCLy): 0= 177.87 (C-9), 141.63 (C-4a/10a), 133.89 (C-3/6), 127.99
(C-1/8), 122.44 (C-8a/9a), 121.22 (C-2/7), 114.34 (C-4/5), 51.20 (C-15), 45.81 (C-11),
28.69 (C-14), 26.76 (C-12), 24.09 (C-13) ppm.
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5.5.3 10-(5-Amino-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (47)

543 mg (1.77 mmol) 10-(5-Azido-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (46) werden in THF:Wasser 10:1
gelost und mit 54 mg Lindlar-Kat. versetzt. AnschlieBend wird 16 h bei RT und 40 bar in
Wasserstoffatmosphére hydriert. Danach wird der Katalysator iiber Kieselgur abfiltriert und das
Lsm. i. Vac. entfernt. Das verbleibende gelbe Ol wird siulenchromatographisch (Kieselgel,

CHCl;5:MeOH = 5:1, mit 1 % NEt;) getrennt.

Ausbeute: 475 mg (1.69 mmol; 95 %) 47.

C13H20N20: 280.36 g/l’l’lOl

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 8.52 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.5 Hz; 2H; H-1/8), 7.66 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.5Hz,J=1.5Hz; 2H; H-3/6), 7.42 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.23 (dd;
J =8.0 Hz, ] = 7.5 Hz; 2H; H-2/7), 4.26 (m; 2H; H-11), 2.77 (t; J = 6.5 Hz; 2H; H-15),
2.46 (bs; NH), 1.89 (m; 2H), 1.58 (m; 4H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 177.82 (C-9), 141.59 (C-4a/10a), 133.80 (C-3/6), 127.84
(C-1/8), 122.33 (C-8a/9a), 121.10 (C-2/7), 114.41 (C-4/5), 45.93 (C-11), 41.61 (C-15),
32.64 (C-14), 26.95 (C-12), 24.12 (C-13) ppm.

5.5.4 10-[5-(4-Hydroxy-(Z)-2-buten-1-yloxy)-1-pentyl]-acridin-9(10H)-on (49)

34 mg (1.34 mmol) NaH (95 % w/w) werden in trockenem THF vorgelegt und mit 409 mg (4.65
mmol) (Z)-2-Buten-1,4-diol in trockenem THF versetzt. Nach Ende der Gasentwicklung werden
320 mg (0.930 mmol) N-(5-Brom-1-pentyl)-acridon (45) zugesetzt und die Reaktionsmischung 20 h
unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die Suspension mit 2 N HCI versetzt, mehrmals mit
MTBE extrahiert, die vereinigten org. Phasen liber MgSO, getrocknet und das Lsm i. Vac. entfernt.
Der Riickstand wird sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 1:1-1:2, mit 1 % NEt)

gereinigt.
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Ausbeute: 158 mg (0.450 mmol; 48 %) 49.

C22H25N03: 351.44 g/mol

19 ~OH

11

_Z 18
12 14 17
'"H-NMR (300 MHz, CDClL;): (0= 8.55 (dd; J = 8.0 Hz, J] = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.69 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.0 Hz, J = 1.8 Hz; 2H; H-3/6), 7.45 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.26 (dd;
J=28.0 Hz, J = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 5.87 (m; 1H; H-17/18), 5.70 (m; H-17/18), 4.27 (m;
4H; H-11, H-19), 4.08 (m; 2H; H-16), 3.50 (t; J = 6.0 Hz; 2H; H-15), 3.12 (bs; OH),
1.91 (m; 2H), 1.72 (m; 2H), 1.64 (m; 2H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL): 0= 177.82 (C-9), 141.48 (C-4a/10a), 133.78 (C-3/6), 132.41 (C-17),
127.87 (C-18), 127.67 (C-1/8), 122.15 (C-8a/9a), 121.04 (C-2/7), 114.43 (C-4/5), 69.95
(C-15), 66.41 (C-16), 58.48 (C-19), 45.88 (C-11), 29.23 (C-14), 26.75 (C-12), 23.51
(C-13) ppm.

5.5.5 10-{5-[4-(Hepta-O-acetyl-f}-o-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy]-1-pentyl}-
acridin-9(10H)-on (51)

Unter Argonatmosphére werden 322 mg (0.460 mmol) Hepta-O-acetyl-[}p-lactosylbromid (50) in
2 mL trockenem Dichlormethan geldst und mit 116 mg (0.460 mmol) Hg(CN), sowie 83 mg
(0.230 mmol) HgBr, versetzt. Zu der Suspension werden 158 mg (0.450 mmol) 10-[5-(4-
Hydroxy-2-buten-1-yloxy)-1-pentyl]-acridin-9(10H)-on (49) gegeben. Die Reaktionsmischung wird
20 h bei RT gertihrt. Auf dem DC ist weder der Verbrauch von des Lactosylbromids 50 noch die

Bildung eines Produktes zu erkennen.
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5.5.6 10-{5-[4-((4-(Hepta-O-acetyl-fFo-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl}-acridin-9-(10H)-on (58)

200 mg (0.269 mmol) (Z)-4-(2-Propinyloxy)-2-buten-1-yl-hepta-O-acetyl-[}p-lactosid (53) und
82 mg (0.269 mmol) 10-(5-Azido-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (46) werden in 3 mL tert.-Butanol
gelost. AnschlieBend werden 269 pL 0.4 M Na-Ascorbat-Lsg. und dann 269 pL 0.1 M CuSOs-Lsg.
hinzugegeben und die Reaktionsmischung 14 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung mit Wasser versetzt, mehrmals mit Chloroform extrahiert, die vereinigten org.
Phasen tlber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Der Riickstand wird
sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 1:4) gereinigt.

Ausbeute: 177 mg (0.168 mmol; 62 %) 58.
R;=0.46 (CH:EE = 1:4 v/v)

C51H52N4020: 1051.05 g/l’l’lOl

13
15

AcO
g ¥ Jﬂ
16% i|/\/ 33 34

'H-NMR (500 MHz, CDClLy): (0= 8.52 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.66 (ddd;
J=8.7Hz, ] =7.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-3/6), 7.48 (s; 1H; H-16), 7.40 (d; ] = 8.7 Hz;
2H; H-4/5), 7.23 (dd; J = 8.0 Hz, J = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 5.71 (m; 1H; H-20), 5.66 (m,;
1H; H-21), 5.28 (dd; J = 3.5 Hz, J = 0.9 Hz; 1H; H-32), 5.11 (dd; J = 9.5 Hgz,
J=9.5Hz; 1H; H-25), 5.03 (dd; J=10.4Hz, J=79Hz, 1H; H-30), 4.89 (dd;
J=10.4 Hz, J=3.5 Hz; 1H; H-31), 4.82 (dd; J=9.5 Hz, J= 8.0 Hz; 1H; H-24), 4.56 (s;
2H; H-18), 4.45 (d; J = 8.0 Hz; 1H; H-23), 4.44 (m; 1H; H-28a), 4.42 (d; 1H; H-29),
4.36 (m; 2H; H-11), 4.30-4.22 (m; 3H; H-15, H-22a), 4.18 (m; 1H; H-22b), 4.11-3.97
(m; 5H; H-19, H-28b, H-34), 3.81 (td; J = 7.3 Hz; J = 0.9 Hz; 1H; H-33), 3.78 (dd;
J=9.6 Hz, J=9.5Hz; 1 H; H-26), 3.52 (m; 1 H; H-27), 2.07 (s; 3H; Ac-H), 2.05 (s;
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3H; Ac-H), 1.98 (s; 3H; Ac-H), 1.97 (s; 3H; Ac-H), 1.96 (s; 3H; Ac-H), 1.89 (s; 3H; Ac-
H), 1.98 (m; 2H; H-14), 1.93 (m; 2H; H-12), 1.52 (m; 2H; H-13) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDClL;): 0= 178.1 (C-9), 170.7 (C=Oa.), 170.5 (C=Ox), 170.4 (C=Oy.),
170.1 (C=0x), 170.0 (C=Ox.), 169.4 (C=0,.), 145.5 (C-17), 142.0 (C-4a/10a), 134.5
(C-3/6), 130.2 (C-20), 128.8 (C-21), 128.5 (C-1/8), 122.9 (C-16), 122.8 (C-8a/9a), 121.7
(C-2/7), 114.7 (C-4/5), 101.5 (C-29), 99.6 (C-23), 76.6 (C-26), 73.2 (C-25), 73.0 (C-27),
72.0 (C-24), 71.3 (C-31), 71.0 (C-33), 69.5 (C-30), 67.0 (C-32), 66.4 (C-19), 65.1
(C-22), 64.1 (C-18), 62.3 (C-28), 61.1 (C-34), 50.3 (C-11), 46.0 (C-15), 30.8 (C-12),
27.0 (C-14), 24.2 (C-13), 21.4-20.8 (OAc) ppm.

5.5.7 10-{5-[4-((4-(B+o-Lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl]-1-pentyl}-acridin-9-(10H)-on (61)

177 mg (0.168 mmol) 10-{5-[4-((4-(Hepta-O-acetyl-[}p-lactosyloxy)-(Z)-2-buten-1-yloxy)-
methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-pentyl } -acridin-9-(10H)-on (58) werden in abs. Methanol geldst und
mit einer katalytischen Menge Natriummethanolat versetzt. Nach 2 h zeigt das DC vollstindigen
Umsatz. Die Reaktionslosung wird mit saurem Ionentauscher versetzt, der nach 15 min Riihren

abfiltriert wird. Das Lsm. wird i. Vac. entfernt.
Ausbeute: 127 mg (0.168 mmol; quant.) 61.
R;=0.06 (CH:EE = 1:4 v/v)

C37H48N4013: 756.80 g/l’l’lOl
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'"H-NMR (500 MHz, d.-MeOH): 0= 8.46 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.94 (s; 1H;
H-16), 7.81 (ddd; J =8.7Hz, J = 7.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-3/6), 7.69 (d; J = 8.7 Hz;
2H; H-4/5), 7.32 (dd; J = 8.0 Hz, J = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 5.76 (m; 2H; H-20, H-21),
4.59 (s; 2H; H-18), 4.47-4.25 (m; 6H), 4.16 (m; 2H; H-15), 3.91-3.46 (m; 12H), 3.38
(m; 1H; H-27), 3.26 (m; 1H; H-30), 2.04 (m; 2H; H-14), 1.94 (m; 2H; H-12), 1.56 (m;
2H; H-13) ppm.

BC-NMR (125 MHz, d-MeOH): 0= 179.69 (C-9), 145.76 (C-17), 142.99 (C-4a/10a), 135.63
(C-3/6), 130.26 (C-20), 130.17 (C-21), 128.22 (C-1/8), 124.95 (C-16), 122.95 (C-8a/9a),
122.58 (C-2/7), 116.44 (C-4/5), 104.95 (C-29), 102.92 (C-23), 80.74 (C-26), 76.89
(C-33), 7631 (C-27), 76.28 (C-25), 74.44 (C-30), 74.46 (C-31), 72.38 (C-24), 70.10
(C-32), 66.82 (C-19), 65.49 (C-22), 63.94 (C-18), 62.37 (C-34), 61.93 (C-28), 51.03
(C-11), 46.70 (C-15), 30.76 (C-12), 27.60 (C-14), 24.39 (C-13) ppm.

5.5.8 10-(5-Allyloxy-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (63)

250 mg (6.25 mmol) NaH (60 %ig in Mineral6l) werden in trockenem THF suspendiert und mit
871 mg (15 mmol) Allylalkohol versetzt. AnschlieBend werden 1.03 g (3.00 mmol) 10-(5-Brom-1-
pentyl)-acridin-9(10H)-on (45) hinzugefiigt und die Reaktionsmischnung 15 h unter Riickfluss
erhitzt. Die Reaktionsmischung wird mit Wasser versetzt, mehrmals mit MTBE extrahiert, die
vereinigten org. Phasen mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das Lsm. wird
i. Vac. entfernt. Das verbleibende gelbe Ol wird siulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 4:1,
mit 1 % NEt;) getrennt.

Ausbeute: 560 mg (1.74 mmol; 58 %) 63.

C21H23N022 321.41 g/l’l’lOl
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'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): (0= 8.57 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.69 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.0 Hz, J = 1.8 Hz; 2H; H-3/6), 7.46 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.23 (dd;
J =28.0 Hz, ] = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 5.92 (ddt; J = 17.2 Hz, J = 10.4 Hz, ] = 5.5 Hz;
1H; H-17), 5.28 (ddt; J = 17.2 Hz, J = 1.6 Hz, J = 1.6 Hz; 1H; H-17¢), 5.19 (ddt;
J=104 Hz, J = 1.4 Hz, J = 1.4 Hz; 1H; H-17;), 431 (m; 2H; H-11), 3.98 (ddd;
J=55Hz,J=1.6 Hz,J = 1.4 Hz; 1H; H-17¢), 3.49 (t; ] = 6.0 Hz; 2H; H-15), 1.94 (m;
2H), 1.74 (m; 2H), 1.64 (m; 2H) ppm.

3C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 177.87 (C-9), 141.67 (C-4a/10a), 134.80 (C-17), 133.79 (C-3/6),
127.90 (C-1/8), 122.41 (C-8a/9a), 121.10 (C-2/7), 116.91 (C-18), 114.47 (C-4/5), 71.91
(C-16), 69.86 (C-15), 46.05 (C-11), 29.40 (C-14), 26.89 (C-12), 23.71 (C-13) ppm.

5.5.9 10-(N-Acryloyl-5-amino-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (64)

1.722 g (6.14 mmol) 10-(5-Amino-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (47) werden in trockenem THF
gelost und mit 1.86 g (18.42 mmol) NEt; versetzt. Bei -78 °C werden 667 mg (7.37 mmol)
Acryloylchlorid zugetropft und 2 h geriihrt. AnschlieBend wird Methanol zugegeben, um
iiberschiissiges Acryloylchlorid zu zerstéren. Die Reaktionsmischung wird mit MTBE versetzt, mit
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch (Kieselgel, CHCl;:MeOH = 20:1, mit 1 % NEt;) gereinigt.
Ausbeute: 1.483 g (4.43 mmol; 73 %) 64 als dunkelgelber Feststoff.

C21H22N202: 334 .41 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDClL;): (0= 843 (dd; J = 8.0 Hz, J] = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.62 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.0 Hz, ] = 1.7 Hz; 2H; H-3/6), 7.36 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.19 (dd;
J=8.0Hz, ] =7.0 Hz; 2H; H-2/7), 6.26 (dd; J = 17.0 Hz, J = 1.8 Hz; 1H; H-18g), 6.16
(dd; J=17 Hz, J = 10.0 Hz; 1H; H-17), 5.58 (dd; J = 10.0 Hz, J = 1.8 Hz; 1H; H-18),
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4.15 (m; 2H; H-11), 3.29 (t; J = 6.9 Hz; 2H; H-15), 3.01 (bs; NH), 1.78 (m; 2H), 1.59
(m; 2H), 1.48 (m; 2H) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 178.12 (C-9), 166.13 (C-16), 141.44 (C-4a/10a), 134.04 (C-3/6),
130.74 (C-17), 127.46 (C-1/8), 126.09 (C-18), 121.92 (C-8a/9a), 121.23 (C-2/7), 114.53
(C-4/5), 45.81 (C-11), 39.02 (C-15), 29.02 (C-14), 26.59 (C-12), 23.94 (C-13) ppm.

5.5.10 10-{5-[4-(Hepta-O-acetyl-BFo-lactosyloxy)-(E)-2-buten-1-yloxy]-1-pentyl}-
acridin-9(10H)-on (65)

161 mg (0.50 mmol) 10-(5-Allyloxy-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (63) und 68 mg (0.10 mmol)
Allyl-hepta-O-acetyl-Ltp-lactosid (62) werden in 5 mL trockenem Dichlormethan geldst und mit 21
mg (0.025 mmol) Grubbs-II-Katalysator versetzt. Nach 16 h Riihren bei RT zeigt das DC noch
keinen vollstindigen Umsatz. Es werden nochmals 21 mg (0.025 mmol) Grubbs-II-Katalysator
zugegeben und weitere 24 h bei RT geriihrt. Danach wird die Reaktionsmischung
sdaulenchromatographisch (Kieselgel, CHCl;:MeOH = 20:1, mit 1 % NEt;) getrennt. Es konnen 100
mg (0.31 mmol; 62 %) Edukt 63 sowie 38 mg (0.06 mmol; 13 %) 1,4-Bis-[5-(acridin-9(10H)-
on-10-yl)-1-pentyloxy)-2-buten isoliert werden. Das gewiinschte Produkt 65 wird nicht erhalten.

5.5.11 10-[6-(Hepta-O-acetyl-BFo-lactosyloxy)-(E)-4-hexen-1-yl]-acridin-9(10H)-on (67)

26 mg (0.10 mmol) 10-(5-Penten-1-yl)-acridin-9(10H)-on (48) und 68 mg (0.10 mmol) Allyl-hepta-
O-acetyl-[Fp-lactosid (62) werden in 2 mL trockenem Dichlormethan geldost und mit 8§ mg (0.01
mmol) Grubbs-II-Katalysator versetzt. Nach 16 h Erhitzen unter Riickfluss zeigt das DC keinerlei

Umsatz.

5.5.12 10-{N-[4-(Hepta-O-acetyl-f-o-lactosyloxy)-(E)-1-ox0-2-buten-1-yl]-5-amino-1-
pentyl}-acridin-9(10H)-on (69)

167 mg (0.50 mmol) 10-(N-Acryloyl-5-amino-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (64) und 338 mg

(0.50 mmol) Allyl-hepta-O-acetyl-[}p-lactosid (62) werden in 5 mL trockenem Dichlormethan

geldst und mit 21 mg (0.025 mmol) Grubbs-II-Katalysator versetzt. Nach 1.5 h Riihren bei RT zeigt
das DC vollstandigen Umsatz, woraufhin die Losung mit 98 mg (1.25 mmol) DMSO versetzt wird,



5. Experimenteller Teil 155

um den Katalysator zu zerstoren. Nach weiteren 24 h Riihren bei RT wird die Reaktionsmischung

sdulenchromatographisch (Kieselgel, CHCl;:MeOH = 20:1, mit 1 % NEt;) getrennt.

Ausbeute: 216 mg (0.22 mmol; 44 %) 69.

R;=0.24 (CHCl;:MeOH = 20:1 v/v)

C43H58N2020: 982.98 g/l’l’lOl

8a 7

O 6 AcO

: N : A Acw\

: JW m

! 12 " 14 ” OAf:6

'H-NMR (500 MHz, CDClLy): (0= 8.52 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.69 (ddd;
J=8.7Hz,J=7.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-3/6), 7.45 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5), 7.26 (dd;
J=28.0 Hz, ] = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 6.76 (dt; J = 15.3 Hz, J = 3.9 Hz; 1H; H-18), 6.00
(dt; J =153 Hz, J = 2.0 Hz; 1H; H-17), 5.32 (dd; J = 3.5 Hz, J = 0.9 Hz; 1H; H-29),
5.18 (dd; J = 9.5 Hz, J=9.5 Hz; 1H; H-22), 5.06 (dd; J = 10.4 Hz, J = 7.9 Hz; 1H;
H-27), 494 (dd; J = 10.4 Hz, J= 3.5 Hz; 1H; H-28), 4.91 (dd; J = 9.5 Hz, J = 8.0 Hz;
1H; H-21), 4.52-4.42 (m; 4H; H-20, H-25a, H-26, H-19a), 4.28 (m; 2H; H-11), 4.21
(ddd; J=16.2 Hz, ] =4.2 Hz, ] = 2.0 Hz; 1H; H-19b), 4.13-4.02 (m; 3H; H-25b, H-31),
3.86 (td; J =7.3 Hz; J= 0.9 Hz; 1H; H-30), 3.78 (dd; J= 9.6 Hz, J= 9.5 Hz; 1H; H-23),
3.57 (m; 1H; H-24), 3.33 (m; 2H; H-15), 2.12 (s; 3H; Ac-H), 2.09 (s; 3H; Ac-H), 2.03
(s; 6H; Ac-H), 2.02 (s; 3H; Ac-H), 2.01 (s; 3H; Ac-H), 1.93 (s; 3H; Ac-H), 1.90 (m; 2H;
H-14), 1.64 (m; 2H; H-12), 1.55 (m; 2H; H-13) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 178.10 (C-9), 170.48 (C=Oa.), 170.36 (C=O,.), 170.14 (C=Ox.),
170.06 (C=Oac), 169.7 (C=O4.), 169.08 (C=0a.), 165.67 (C-16), 141.63 (C-4a/10a),
138.03 (C-18), 134.01 (C-3/6), 127.81 (C-1/8), 123.62 (C-17), 122.24 (C-8a/9a), 121.27
(C-2/7), 114.52 (C-4/5), 100.89 (C-26), 100.35 (C-20), 75.89 (C-23), 72.74 (C-22),
72.43 (C-24), 71.68 (C-21), 70.87 (C-28), 70.64 (C-30), 69.09 (C-27), 68.49 (C-19),
66.56 (C-29), 61.58 (C-25), 60.69 (C-31), 45.90 (C-11/15), 45.87 (C-15/11), 29.29
(C-12), 26.76 (C-14), 24.09 (C-13), 20.76-20.36 (OAc) ppm.
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5.5.13 N-(Acridin-9(10H)-on-10-yl-1-pentyl)-maleinsduremonoamid (79)

1.12 g (4.00 mmol) 10-(5-Amino-1-pentyl)-acridin-9(10H)-on (47) werden in wenig Chloroform
geldst und mit 394 mg (4.00 mmol) Maleinsdureanhydrid versetzt. Nach 2 h Riihren bei RT wird der
Niederschlag abfiltriert und mit wenig Chloroform gewaschen. Bei hoheren Anspriichen an die
Reinheit wird das Produkt sdulenchromatographisch (Kieselgel, CHCl;:MeOH = 10:1 v/v, mit 1 %

Essigsédure) gereinigt.
Ausbeute: 1.26 g (3.33 mmol; 83 %) 79 als gelber Feststoff.
R;=0.21 (CHCl;:MeOH = 10:1 v/v, mit 1 % Essigséure)

C22H22N204! 280.36 g/l’l’lOl

'"H-NMR (500 MHz, CDCls): [0=9.02 (1H; NH), 8.45 (dd; J = 8.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-1/8), 7.68
(ddd; J=8.7Hz, J = 7.0 Hz, J = 1.7 Hz; 2H; H-3/6), 7.46 (d; J = 8.7 Hz; 2H; H-4/5),
7.22 (dd; J = 8.0 Hz, J = 7.0 Hz; 2H; H-2/7), 6.38 (d; J = 12.8 Hz; 1H; H-17), 6.20 (d;
J=12.8 Hz; 1H; H-18), 4.29 (m; 2H; H-11), 1.90 (m; 2H), 1.64 (m; 2H), 1.53 (m; 2H)
ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCl;): 0= 177.46 (C-9), 165.98 (C-19), 165.20 (C-16), 141.33 (C-4a/10a),
134.70 (C-17), 133.73 (C-3/6), 131.67 (C-18), 127.36 (C-1/8), 121.94 (C-8a/9a), 120.93
(C-2/7), 114.33 (C-4/5), 45.48 (C-11), 39.26 (C-15), 28.19 (C-14), 26.27 (C-12), 23.59
(C-13) ppm.
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5.6 Saccharide

5.6.1 (Z)-4-(2-Propinyloxy)-2-buten-1-ol (52)

79.3 g (900 mmol) (Z)-2-Buten-1,4-diol werden unter Stickstoff in 80 mL THF gelost und auf 0 °C
abgekiihlt. Zu der gelblich klaren Losung werden 7.8 g (309 mmol) NaH (95 % w/w), suspendiert in
80 mL THF, zugegeben. Es bildet sich eine orangegelbe Suspension. Nach Abklingen der
Wasserstoffentwicklung wird die Reaktionsmischung auf RT erwédrmt und es werden 44.6 g
(300 mmol) Propargylbromid (80 % w/w in Toluol) in 60 mL THF langsam zugegeben. Die
orangebraune Suspension wird 17 h unter Riickfluss erhitzt, bis das DC vollstindigen Umsatz zeigt.
Die Suspension wird mit Wasser verdiinnt, mehrmals mit Diethylether extrahiert, die org. Phase
iiber Na,SO, getrocknet und das Losemittel i. Vac. entfernt. Das braune 6lige Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 27.2 g (216 mmol; 72 % bezogen auf Propargylbromid) als hellgelbes Ol.
R;=0.28 (CH:EE = 1:1 v/v)

C;H,00:: 126.15 g/mol

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): 0= 5.80 (m; 1H; H-2), 5.62 (m; 1H; H-3), 4.16 (d; J = 6.2 Hz; 2H;
H-1), 4.10 (m; 4H; H-4, H-5), 2.75 (bs; 1H; OH), 2.45 (t; J = 2.2 Hz; 1H; H-7) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCLy): O= 133.3 (C-2), 127.2 (C-3), 79.5 (C-6), 74.9 (C-7), 65.0 (C-1), 58.5
(C-5), 57.3 (C-4) ppm.

5.6.2 4-(2-Propinyloxy)-(Z)-2-buten-1-yl-hepta-O-acetyl-Bro-lactosid (53)

Unter Argonatmosphire werden 2.50 g (3.58 mmol) Hepta-O-acetyl-[Fp-lactosylbromid (50) in
8 mL trockenem Dichlormethan geldst und mit 1.08 g (4.28 mmol) Hg(CN), sowie 0.77 g (2.14
mmol) HgBr, versetzt. Zu der Suspension werden 0.54 g (4.28 mmol) (Z)-4-(2-Propinyloxy)-2-
buten-1-ol (52) gegeben. Die Reaktionsmischung wird 20 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die

Suspension filtriert, das Filtrat mehrmals mit 10 %iger wissriger KBr-Losung gewaschen und die
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org. Phase iiber Na,SO, getrocknet. Das Lsm. wird 1. Vac. entfernt und der sirupartige Riickstand

sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 1.15 g (1.54 mmol; 43 %) 53 als farbloser Schaum.

C33H440192 744.69 g/mol

AcOOAC

4 7 AcO 0] o)

/O_\_//Om w18 oac

1= — 8 2 OAc

3 5 6

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 5.70 (m; 2H; H-5, H-6), 5.32 (dd; J = 3.5 Hz, J = 0.9 Hz; 1H;
H-17), 5.17 (dd; J = 9.5 Hz, J=9.5 Hz; 1H; H-10), 5.08 (dd; J = 10.4 Hz, J = 7.9 Hz;
1H; H-15), 4.94 (dd; J = 10.4 Hz, J= 3.5 Hz; 1H; H-16), 4.88 (dd; J=9.5 Hz, J = 8.0
Hz; 1H; H-9), 4.50-4.46 (m; 3H; H-8, H-13a, H-14), 4.30 (m; 2H; H-4/7), 4.14-4.04 (m;
7H; H-3, H-4/7, H-13b, H-19), 3.85 (td; J = 7.3 Hz; J= 0.9 Hz; 1H; H-18), 3.79 (dd; J =
9.6 Hz, J=9.5 Hz; 1H; H-11), 3.59 (m; 1H; H-12), 2.45 (t; J = 2.4 Hz; 1H; H-1), 2.13
(s; 3H; Ac-H), 2.11 (s; 3H; Ac-H), 2.04 (s; 6H; Ac-H), 2.02 (s; 3H; Ac-H), 2.02 (s; 3H;
Ac-H), 2.02 (s; 3H; Ac-H), 1.94 (s; 3H; Ac-H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCLy): 0= 170.28 (C=04c), 170.26 (C=O4.), 170.06 (C=Os), 169.97
(C=04.), 169.69 (C=0,.), 169.56 (C=0nc), 168.99 (C=0Oy.), 129.41 (C-5), 128.84 (C-6),
101.04 (C-14), 99.12 (C-8), 79.46 (C-2), 76.20 (C-11), 74.77 (C-1), 72.86 (C-10), 72.59
(C-12), 71.57 (C-9), 70.93 (C-16), 70.64 (C-18), 69.06 (C-15), 66.57 (C-17), 64.87
(C-4/7), 64.57(C-4/7), 61.93 (C-13), 60.75 (C-19), 57.20 (C-3), 20.80-20.43 (OAc)

5.6.3 (E)-4-(Hepta-O-acetyl-BFpo-1-lactosyl)-2-butensdauremethylester (68)

9 mg (0.10 mmol) Acrylsduremethylester und 68 mg (0.10 mmol) Allyl-hepta-O-acetyl-[Fp-lactosid
(62) werden in 2 mL trockenem Dichlormethan geldst und mit 8 mg (0.009 mmol) Grubbs-II-
Katalysator versetzt. Nach 2 h FErhitzen unter Riickfluss zeigt das DC vollstindigen Umsatz,
woraufhin die Losung mit 35 mg (0.45 mmol) DMSO versetzt wird, um den Katalysator zu
zerstoren. Nach weiteren 12 h Rihren bei RT wird die Reaktionsmischung

sdulenchromatographisch (Kieselgel, CH:EE = 1:1 v/v) getrennt.
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Ausbeute: 50 mg (68 umol; 68 %) 68.
R;=0.37 (CH:EE = 1:2 v/v)

C31H42020: 734.65 g/mol

AcO
13
MeO !

OAc

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 6.86 (dt; J = 15.8 Hz, ] = 4.2 Hz; 1H; H-3), 6.00 (dt; J = 15.8 Hz,
J=2.0 Hz; 1H; H-2), 5.32 (dd; /= 3.5 Hz, J= 0.9 Hz; 1H; H-14), 5.17 (dd; J=9.5 Hz,
J=9.5Hz; 1H; H-7), 5.07 (dd; J = 10.4 Hz, J = 7.9 Hz; 1H; H-12), 4.94 (dd; J = 10.4
Hz, J=3.5Hz; 1H; H-13), 491 (dd; J = 9.5 Hz, J = 8.0 Hz; 1H; H-6), 4.50-4.42 (m;
4H; H-5, H-10a, H-11; H-4a), 4.21 (ddd; ] = 16.2 Hz, ] = 4.2 Hz, ] = 2.0 Hz; 1H; H-4b),
4.12-4.02 (m; 3H; H-10b, H-16), 3.86 (td; J = 7.3 Hz; J= 0.9 Hz; 1H; H-15), 3.78 (dd; J
=9.6 Hz, J=9.5 Hz; 1H; H-8), 3.57 (m; 1H; H-9), 2.12 (s; 3H; Ac-H), 2.09 (s; 3H; Ac-
H), 2.04 (s; 6H; Ac-H), 2.03 (s; 3H; Ac-H), 2.02 (s; 3H; Ac-H), 2.01 (s; 3H; Ac-H), 1.93
(s; 3H; Ac-H) ppm

BC-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 170.24 (C=Oa), 170.20 (C=O,c), 170.04 (C=0y.), 169.95
(C=0a), 169.65 (C=04.), 169.51 (C=04), 168.97 (C=04.), 166.34 (C-1), 142.80 (C-3),
121.22 (C-2), 101.00 (C-11), 99.77 (C-5), 76.08 (C-8), 72.69 (C-7), 72.66 (C-9), 71.50
(C-6), 70.90 (C-13), 70.64 (C-15), 69.06 (C-12), 67.44 (C-4), 66.56 (C-14), 61.58
(C-10), 60.74 (C-16), 51.57 (Me), 20.94-20.40 (OAc) ppm.

5.7 Tandem-Reaktionen

5.7.1 Acrylsaurebenzylester (70)

10.8 g (100 mmol) Benzylalkohol und 15.2 g (150 mmol) NEt; werden in 55 mL Chloroform geldst.
Unter Eiskiihlung werden 109 g (120 mmol) Acrolylchlorid langsam zugetropft. Die
Reaktionslosung wird 24 h bei RT geriihrt, anschlieBend mit 80 mL H,O versetzt, mehrmals mit
MTBE extrahiert und die vereinigten org. Phasen iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird

1. Vac. entfernt.
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Ausbeute: 15.7 g (97 mmol; 97 %) 70 als gelbes Ol.

C10H1002: 162.19 g/mol

'H-NMR (300 MHz, CDCL): 0= 7.40-7.36 (m; 5H; H-6 bis H-8), 6.46 (dd; J = 17.3 Hz, J = 1.5
Hz; 1H; H-3¢), 6.18 (dd; J = 17.3 Hz, ] = 10.3 Hz; 1H; H-2), 5.86 (dd; J = 10.4 Hz, J =
1.5 Hz; 1H; H-37), 5.22 (s; 1H; H-4) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl;): 0= 166.03 (C-1), 135.86 (C-5), 131.13 (C-3), 128.31 (CH), 128.28
(CH), 128.25 (CH), 66.34 (C-4) ppm.

5.7.2 3-Azidopropionsaurebenzylester (72)

Zu einer Losung aus 1.62 g (10 mmol) Acrylsdurebenzylester in 5 mL Eisessig wird eine Losung aus
975 mg (15 mmol) Natriumazid in 5 mL H,O gegeben. Die Reaktionsmischung wird drei Tage bei
RT geriihrt, mit 30 mL H,O versetzt, mehrmals mit MTBE extrahiert und die vereinigten org.
Phasen iiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vac. entfernt. Das Gemisch wird

sdulenchromatographisch (CH:EE 5:1, CH:EE 2:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 1.50 g (7.31 mmol, 73 %) 72 als farbloser Feststoff (leicht verunreinigt).

CioHuN3O;:  205.21 g/mol

'H-NMR (300 MHz, CDCL): (0= 7.39-7.29 (m; 5H; H-6, H-7, H-8), 5.17 (s; 2H; H-4), 3.59 (t;
J=6.5 Hz; 2H; H-3), 2.63 (t; ] = 6.5 Hz; 2H; H-2) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl;): 0= 177.12 (C-1), 135.39 (C-5), 128.56 (CH), 128.47 (CH), 128.29
(CH), 65.13 (C-4), 46.65 (C-3), 33.91 (C-2) ppm.
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5.7.3 3-Azidocyclohexanon (73)

Mit NaNs

338 mg (5.20 mmol) Natriumazid werden in 5 mL 2-Propanol/H,O 1:1 (v/v) geldst und mit 30 pL
NEt; sowie 298 pL (5.20 mmol) Essigsdure versetzt. Nun werden tropfenweise 100 mg (1.04 mmol)
2-Cyclohexen-1-on (71) hinzugegeben (Reihenfolge der Zugabe beachten). Das Reaktionsgemisch
wird 24 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 30 mL H,O verdiinnt und mit MTBE extrahiert.
Die org. Phase wird mehrmals mit H,O (um die Essigséure zu entfernen) und dann mit ges. NaCl-

Lsg. gewaschen. Nach Trocknen tiber MgSO, wird das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 135 mg 73 (im Gemisch mit 2-Cyclohexen-1-on, etwa 5:1)

R;= 0.8 (EE)

CsHyN,O: 139.16 g/mol

'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 0= 3.85 (m; 1H; H-3), 2.58 (m; 1H), 2.40-2.52 (m; 3H), 2.05-1.97
(m; 2H), 1.81-1.64 (m; 2H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 0= 207.56 (C-1), 59.45 (C-3), 46.50 (C-2), 40.58 (C-6), 29.71 (C-4),
21.31 (C-5) ppm.

Mit TMS-Ns

Eine Losung von 576 mg (5.00 mmol) Trimethylsilylazid in wasserfreiem CH,Cl, wird mit 300 mg
(5.00 mmol) Essigsdure versetzt und 20 min bei RT geriihrt. AnschlieBend werden 96 mg (1.00
mmol) 2-Cyclohexen-1-on (71) sowie 20 mg (0.20 mmol) NEt; hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird 18 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 30 mL H,O verdiinnt und mit
CH,Cl, extrahiert. Die org. Phase wird mehrmals mit H,O und dann mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen.
Nach Trocknen tiber MgSO, wird das Lsm. i. Vac. entfernt.

Ausbeute: 134 mg 73 (im Gemisch mit 2-Cyclohexen-1-on, etwa 7:1)
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R;=0.80 (EE)

CsHsN,O: 139.16 g/mol

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): 0= 3.85 (m; 1H; H-3), 2.58 (m; 1H), 2.40-2.52 (m; 3H), 2.05-1.97
(m; 2H), 1.81-1.64 (m; 2H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCl;): 0= 207.56 (C-1), 59.45 (C-3), 46.50 (C-2), 40.58 (C-6), 29.71 (C-4),
21.31 (C-5) ppm.

5.7.4 3-(4-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-cyclohexan-1-on (74)

Aus 3-Azidocyclohexanon (73)

139 mg (1.00 mmol) 3-Azidocyclohexanon (73) und 117 mg (1.15 mmol) Phenylacetylen werden in
2 mL tert.-BuOH gelost. Nun werden 2 mL H,O, 100 pL 0.4 M Natrium-Ascorbat-Losung und
100 uL 0.2 M CuSO4- Losung hinzugegeben und die Reaktionsmischung 24 h bei RT geriihrt. Dann
wird sie mit 10 mL H,O versetzt und mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden
tiber MgSO, getrocknet und das Lsm. i. Vac. entfernt. Zur Entfernung des Cu-Katalysators wird
fraktionierend iiber Kieselgel filtriert (CH:EE = 4:1).

Ausbeute: 142 mg (0.589 mmol; 59 %) 74.

C14H15N30: 241.29 g/mol



5. Experimenteller Teil 163

'"H-NMR (300 MHz, CDCl;): O= 7.81(s; 1H; H-8), 7.77-7.75 (m; 2H; H-10), 7.37-7.34 (m; 2H;
H-34), 7.29 (tt; J = 7.4 Hz, J = 1.5 Hz; 1H; H-12), 4.87 (m; 1H; H-3), 3.07-2.93 (m;
2H), 2.54-2.27 (m; 4H), 2.15-2.05 (m; 1H), 1.88-1.73 (m; 1H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCL): (0= 206.41 (C-1), 147.37 (C-7), 130.29 (C-9), 128.73 (C-11), 128.14
(C-12), 125.53 (C-10), 118.21 (C-8), 58.72 (C-3), 47.13 (C-2), 40.35 (C-6), 31.42 (C-4),
21.50 (C-5) ppm.

Aus 2-Cyclohexen-1-on

338 mg (5.20 mmol) Natriumazid werden in 5 mL terz.-Butanol/H,O 1:1 (v/v) geldst und mit 30 pL
NEt; sowie 298 pL (5.20 mmol) Essigsdure versetzt. Nun werden unter Riihren tropfenweise
100 mg (1.04 mmol) 2-Cyclohexen-1-on (71) hinzugegeben (Reihenfolge der Zugabe beachten).
Die Reaktionsmischung wird mit 117 mg (1.15 mmol) Phenylacetylen, 206 mg (1.04 mmol)
Natrium-Ascorbat sowie 260 mg (1.04 mmol) CuSO,, geldst in wenig Wasser, versetzt und 24 h bei
RT geriihrt. Anschliefend wird mit 30 mL H,O verdiinnt und mit Chloroform extrahiert. Die org.
Phase wird mehrmals mit H,O gewaschen. Nach Trocknen iiber MgSO, wird das Lsm. i. Vac.

entfernt. Zur Entfernung des Cu-Katalysators wird iiber Kieselgel filtriert (EE).

Ausbeute: 116 mg 74 (im Gemisch mit 71 und 73).

R;=0.53 (EE)

C14H15N30: 241.29 g/mol

'"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0= 7.81(s; 1H; H-8), 7.77-7.75 (m; 2H; H-10), 7.35 (tt; J = 7.7 Hz,
J=1.3 Hz; 2H; H-11), 7.27 (tt; J = 7.4 Hz, J = 1.3 Hz; 1H; H-12), 4.86-4.80 (m; 1H;
H-3), 3.00-2.95 (m; 1H), 2.92-2.88 (m; 1H), 2.49-2.22 (m; 4H), 2.09-2.00 (m; 1H),
1.84-1.69 (m; 1H) ppm.
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13C-NMR (125 MHz, CDCL): 0= 206.34 (C-1), 147.35 (C-7), 130.23 (C-9), 128.65 (C-11), 128.04
(C-12), 125.48 (C-10), 118.16 (C-8), 58.65 (C-3), 47.03 (C-2), 40.25 (C-6), 31.40 (C-4),
21.41 (C-5) ppm.
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