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Synthesis of Galactose-Cluster-Containing Steroid Derivatives

The synthesis of galactose clusters that are linked to a steroid
moiety by a peptide-like spacer unit is described. The galac-
tose cluster is obtained by Koenigs-Knorr glycosylation of
TRIS-Gly-Fmoc (2b) under Helferich conditions. Peptide and
ester bonds are formed after activation of carboxylic acids as
diphenylthiophene dioxide (TDO) esters. 6a is synthesized in
a convergent way by coupling of (Ac,Gal);-TRIS-Gly (3e) with

cholesteryl TDO succinate (5b). Coupling of (Ac,Gal);-TRIS-
Gly hydrogen succinate (3f) with Gly-O-Chol (5d) by means
of EEDQ yields 6d. Reaction of (Ac,Gal),-TRIS-Gly-SUCC-O-
TDO (3g) with 25-hydroxycholesterol leads in a linear se-
quence to the oxysterol derivative 6f. Selective cleavage of
the acetyl groups from galactose units yields the known com-
pound 6b and the new derivatives 6e and 6g.

Neoglycokonjugate sind synthetische Analoga von natiirlich vor-
kommenden Glycolipiden und Glycoproteinen. Als charakteristi-
sche Strukturmerkmale enthalten sie glycosidisch gebundene Zuk-
ker-Reste, die von spezifischen, auf der AuBenseite der Plasmamem-
bran von Zellen lokalisierten Rezeptoren erkannt werden'. In
letzter Zeit beanspruchen solche Neoglycokonjugate besonderes In-
teresse, bei denen Rezeptor-affine Kohlenhydrate mit Wirkstoffen
verknipft sind. Die Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komple-
xes 14Bt sich zum zellspezifischen Drug-Targeting und zur intra-
zelluldren Freisetzung von Pharmakophoren ausnutzen. So gelingt
es, in mannosylierte Liposomen verpackte Wirkstoffe gezielt in Ma-
krophagen einzuschleusen?. Galactosyliertes und mit Acyclovir
verkniipftes Polylysin?, galactosylierte Liposomen®, lactosylierte
Lipoproteine” oder Asialoglycoproteine werden dagegen haupt-
sdchlich {ber einen Galactose/N-Acetylgalactosamin-spezifischen
Rezeptor, den sog. Asialoprotein- oder Ashwell-Rezeptor®, in Le-
berzellen aufgenommen.

Detaillierte Studien von Lee et al.” zur Liganden-Spezifitit dieses
Rezeptors zeigen, dall die Bindungsstellen fiir Galactose an den
Spitzen eines Dreiecks mit den Seitenldngen 1.5, 2.2 und 2.5 nm
lokalisiert sind. Infolgedessen beobachtet man hohe Bindungsaffi-
nitdt fiir Verbindungen, die Kohlenhydrat-Cluster aus mindestens
drei Galactose-Einheiten enthalten und somit die Strukturmerk-
male von tri-antenndren N-Glycanen der Asialoproteine tragen. Im
Gegensatz dazu besitzt das Galactose-Erkennungssystem von Ma-
krophagen hochste Affinitét fiir tetra-antennédre Asialo-N-Glycan-

Strukturen®.

Abkiirzungen

Ac,Gal: 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranosyl-; Chol: Chole-
sterin, EEDQ: 2-Ethoxy-1-(ethoxycarbonyl)-1,2-dihydrochinolin;
Fmoc: (9-Fluorenyl)methoxycarbonyl-; Gal: p-Galactopyranosyl-;
SUCC: Succinyl-; TDO: 1,1,3-Triox0-2,5-diphenyl-2,3-dihydrothio-
phen-4-yl-; TRIS: 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol.

*) Auszugweise vorgetragen auf der Chemiedozenten-Tagung,
Bielefeld, 7. Mérz 1989.
**) Teil der Diplomarbeit, Universitit Bonn 1988.
++%) Teil der geplanten Dissertation, Universitit Bonn.

Kempen et al.” beschrieben kiirzlich das amphiphile Cholesterin-
Derivat 6b, bei dem der lipophile Rest iiber einen Peptid-dhnlichen
Spacer mit einem Cluster von drei Galactose-Einheiten verkniipft
ist. Infusion von 6b in Ratten fithrt zu einer Senkung des Chole-
sterin-Spiegels'?, die letztlich auf die feed-back-Hemmung der Cho-
lesterin-Biosynthese aufgrund der vermehrten Einschleusung von
Lipoproteinen in Leberzellen iiber den Asialoprotein-Rezeptor zu-
riickgefiihrt werden kann'%'",

Verbindungen des Typs 6 eignen sich nicht nur zur Untersuchung
von zellbiologischen Phidnomenen. Die Herstellung von glycosidi-
schen Clustern und deren Verkniipfung mit Wirkstoffen bietet auch
eine reizvolle priparative Aufgabe. Vor diesem Hintergrund be-
richten wir nun iber eine neuc Synthese von 6b sowie iiber die
Herstellung der bisher nicht beschriebenen Galactose-Cluster-hal-
tigen Steroid-Derivate 6e und 6g. Letztere unterscheiden sich von
6b durch Variation des Peptid-dhnlichen Spacers bzw. der Steroid-
Einheit. Laut Molekiilmodell-Berechnungen des Galactose-TRIS-
Clusters'? lassen sich die fiir die Rezeptor-Spezifitit primar ver-
antwortlichen OH-Gruppen an C-4 der Galactose-Reste® an den
Spitzen eines Dreiecks mit den Seitenldngen 1.01, 0.91 und 0.84 nm
anordnen. Diese Abstinde sind etwa nur halb so grof8 wie die von
Lee et al.” postulierten optimalen Werte; da 6b jedoch biologische
Aktivitit in vivo zeigt'™'V, haben wir die Kohlenhydrat-Kopf-
gruppe vorerst nicht variiert.

Zur Synthese von Galactose-Clustern des Typs 6 ist es
zundchst erforderlich, ein TRIS-Derivat moglichst vollstan-
dig zu galactosidieren. GemiB Literturangaben® entsteht
bei der Helferich-Variante der Koenigs-Knorr-Reaktion'®
von TRIS-Gly-Z (2a) mit Acetobromgalactose (Schema 1)
in 32proz. Ausbeute eine Mischung von (Ac,Gal);-TRIS-
Gly-Z (3a) und des bis-galactosylierten (Ac,Gal),-TRIS-Gly-
Z (3b) im Verhiltnis ca. 5:1 (vgl. Lit."”). Nach unseren Er-
fahrungen liefert die Umsetzung von Acetobromgalactose
mit 2a das gewiinschte 3a in nur geringer Ausbeute.

Wesentliche Verbesserungen ergeben sich bei Verwen-
dung der Fmoc-Schutzgruppe. TRIS-Gly-Fmoc (2b) wird in
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Schema 1
HO 0 EEDQ  HO g
HO}NHZ + Ho/U\/NHR1 — Ho}N)K/NHR‘I
HO 1 Ho— H
AcO 0Ac
Q
AcO pAc AcO
AcO Br
AcO¥TAL0
AcO N)?\/NHR1 Hg(CN)o/ HgBro
AcyGalp-0 H
R20
3
0
o
j/ \i
E‘;O PP

Piperidin/ CHoCly

3k ——» ¢ ——»3f —» 3q

R! R?
3a| Z Ac,Gal
3b|Z OH
3c | Fmoc Ac,Gal
3d | Fmoc Ac
3e | H Ac,Gal
3f | COCH,CH,CO,H Ac,Gal
3g | COCH,CH,CO,TDO  Ac,Gal

55proz. Ausbeute hergestellt. Die nachfolgende Glycosidie-
rung mit Acetobromgalactose'? liefert ein gema DC ein-
heitliches Produkt der Summenformel CgHgN,Os; - 2.5
H,0 in 38 proz. Ausbeute. Die 'H- und *C-NMR-Spektren
zeigen die fiir 3¢ erwarteten Signale (siche Exp. Teil). Die B-
Konfiguration der glycosidischen Bindung folgt im 'H-
NMR Spektrum aus der Kopplungskonstanten von 1-H
(J/ = 7.7 Hz) und im *C-NMR Spektrum aus der Verschie-
bung von C-1" (8 = 101.16) der Galactosyl-Reste. Das FAB-
Massenspektrum liefert die Nominalmasse m/z = 1413
[M + Na*] bzw. 1391 [M + H™], sowie die nach Ab-
spaltung von Tetraacetylgalactose bzw. Keten entstandenen
Fragment-Ionen m/z = 1043 bzw. 1371 und 1001 (Abb. 1).
Daneben deutet jedoch die Serie der Peaks bei m/z = 1125
und 755 sowie 1083, 1061 und 713 auf die Anwesenheit des
zweifach glycosidierten Acetats 3d (Abb. 1) hin. Somit be-
weist das Massenspektrum, daB bei der Umsetzung von 2b
mit Acetobromgalactose eine primiare Hydroxy-Gruppe des
TRIS-Rests partiell acetyliert wird. Vermutlich reagiert hier-
bei das aus Acetobromgalactose unter Nachbargruppenbe-
teiligung entstehende Acyloxonium-lon unter Bildung des
Acetats (vgl. Lit."). Anhand der 'H- und *C-NMR-Spek-
tren und der Elementaranalyse 148t sich abschétzen, daBl der
relative Anteil von 3d weniger als 10% betrdgt. Die Um-
setzung von 2b mit Pentaacetylgalactose in Gegenwart von
TMS-Triflat fithrt ebenfalls zur Mischung von 3¢ und 3d,
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wobei die Produktzusammensetzung jedoch wesentlich ho-
here Anteile von 3d aufweist (MS-Evidenz). Nach chroma-
tographischer Trennung von 3¢ und 3d an Kieselgel behan-
delt man 3¢ mit Piperidin. Das freie Amin 3e wird in 93 proz.
Ausbeute isoliert.

331 1043 1169
291, 1oy
AcO + 2H

o
|I IOI
Ac4Gal0 — NHT NI Ny
1
1

AC4GG|O

[MY+Na] m/z= 1413
[MT+H]: m/z= 1391

3c

[MT4+Na] m/z= 1125
[MY+H]:  m/z = 1103

3d

Abb. 1. FAB-MS-Zerfallsmuster von 3¢ und 3d

Die zur Synthese der peracetylierten Galactose-Cluster
vom Typ 6 angewendeten Synthesestrategien sind nachfol-
gend jeweils anhand von Abb. 2 erldutert. Zur Herstellung
von 6a wird der Block (A + B) = 3e mit dem Block (C +
E) = Sa verkniipft. Dazu stellt man zunichst das aus der
Literatur'® bekannte Hydrogensuccinat Sa aus Bernstein-
sdureanhydrid (= C) und Cholesterin (= E) her. Die Ak-
tivierung von 5a erfolgt mit dem von Steglich et al.'” in die
Peptid-Synthese eingefithrten cyclischen Carbonat 4 (siche
Schema 1). Die Kopplung von 3e mit 5b (vgl. Lit.'®) liefert
6a in 87proz. Ausbeute.

Ac4Galp—0

409 H 0 H O

Ac4Galp—0 N\n/\N)j\/\n’N\)\O
O H 0

AcyGalp-0

@ ®|0 |0 ®

Abb. 2. Synthesebausteine zur Darstellung von 6
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R? R2

5a | HO,CCH,CH,CO  H
5b | TDO-0,GCH,CH,CO H

5c | Boc-Gly H
5d | H,NCH,CO H
S5e | H OH
1
R Os’ OR!
#
1 W
R'O OR‘O /\/\|<R5
R'O e H 9
o 6" OR NY\N)K/\X_‘O
R' OulAle 0 H
OR!
R20
6
R! R? R® X
6a | Ac Ac,Gal H GO
6b | H Gal H Co
6c | H AcGal H CO
6d | Ac Ac,Gal H CONHCH,CO
6e | H Gal H  CONHCH,CO
6f | Ac Ac,Gal OH CO
6g | H Gal OH CO

Sowohl die ‘H- als auch die *C-NMR-Spektren von 6a
zeigen die erwarteten Signale. Die 6’-H-Protonen der Te-
traacetylgalactosid-Reste werden als Multiplett zusammen
mit einem der diastereotopen Methylen-Protonen der Oxy-
methylen-Gruppe des TRIS-Rests beobachtet. Im FAB-
Massenspektrum erscheint der [M + H™*]-Peak bei m/z =
1637. Im Uibrigen steht das Fragmentmuster in Finklang mit
der Struktur 6a. Der bei m/z = 331 beobachtete Basispeak
resultiert aus der Fragmentierung der glycosidischen Bin-
dung.

Auch bei der Synthese des im Vergleich zu 6a um eine
Glycin-Einheit verldngerten 6d wird der konvergente Weg
beschritten. Zundchst baut man durch Umsetzung von 3e
mit Bernsteinsdureanhydrid den Block (A + B + C) = 3f
in 84proz. Ausbeute auf. Die Ester-Bindung des Blocks (D
+ E) = 5¢ wird bei der Reaktion von Cholesterin mit Boc-
Gly-TDO gekniipft. Nach Schutzgruppen-Abspaltung von
5c¢ mittels Trifluoressigsdure erfolgt die Kopplung von 3f
mit 5d in Gegenwart von EEDQ mit 94 proz. Ausbeute.

Der leichte Zugang zu 3f und die Moglichkeit, Ester-
Bindungen iiber TDO-aktivierte Carbonsiduren herzu-
stellen’®, legt einen linearen Syntheseweg (A + B + C +
E) fiir den acetylierten Galactose-Cluster 6f nahe. Der aus
3f entstandene TDO-Ester 3g wird nicht isoliert. In einer
Eintopfreaktion setzt man mit 25-Hydroxycholesterin (Se)
um und isoliert anschlieBend 6f in 53proz. Ausbeute. Die
selektive Veresterung an C-3 von 5e folgt aus den *C-NMR-
Spektren von 25-Hydroxycholesterin (Se) und 6f aus der
Tieffeldverschiebung der Resonanz von C-3 in 6f (3 =
74.23) gegeniiber der in Se (§ = 70.20).
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Die Anwesenheit der Acetyl-Gruppen in den Galactose-
Resten schlieBt bei der Umsetzung von aktivierten Acyl-
Komponenten Konkurrenzreaktionen mit freien OH-Grup-
pen an den Zucker-Resten aus. AuBerdem zeigen die per-
acetylierten Derivate glinstige Loslichkeitseigenschaften,
was sowohl die Reaktionsfithrung, als auch die Aufarbeitung
und die NMR-spektroskopische Charakterisierung der Ver-
bindungen erleichtert. Diesen Vorteilen steht die Notwen-
digkeit der Abspaltung der Acetyl-Gruppen in Gegenwart
anderer Ester-Funktionen im letzten Schritt der Synthese
gegeniiber. Die tiblichen Methoden, z.B. Einwirkung von
Methanolat, Kaliumcarbonat, Kaliumcyanid oder Hydra-
zinhydrat in Methanol, fiihren zur raschen Abspaltung des
Steroids. Eine selektive Hydrazinolyse der Acetyl-Gruppen
gelingt jedoch mit akzeptabler Ausbeute (33 —36%) bei tie-
fen Temperaturen mit 0.1 — 0.6 proz. wasserfreiem Hydrazin
in absol. Methanol (vgl. Lit."). So erhiilt man aus 6a in
33proz. Ausbeute den Galactose-Cluster (Gal);-TRIS-Gly-
SUCC-Chol (6b) und aus 6d bzw. 6f die entsprechenden
Verbindungen (Gal);-TRIS-Gly-SUCC-Gly-Chol (6e) bzw.
(Gal);-TRIS-Gly-SUCC-(25-OH-Chol) (6g) in 36 proz. Aus-
beute. Bei der Hydrazinolyse entstehen auBerdem partiell
acetyliete Derivate, wie im Falle der Reaktion von 6a durch
Isolierung des Monoacetats (AcGal) (Gal),-TRIS-Gly-
SUCC-Chol (6¢) in 25proz. Ausbeute gezeigt wird. Bei er-
neuter Durchfithrung der Hydrazinolyse entsteht 6b aus 6¢
in 45proz. Ausbeute. Bemerkenswert erscheint, dal3 die Ga-
lactose-Cluster-haltigen Verbindungen als Hydrate anfallen.

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, daB komplexe Galac-
tose-Cluster des Typs 6 sowohl konvergent als auch linear
aufgebaut werden konnen. Die Wahl der Synthesestrategie
wird im Einzelfall von konomischen Uberlegungen unter
Beriicksichtigung der Verfiigbarkeit der Wirkstoff-Kompo-
nente oder der Einfiithrung einer Isotopenmarkierung be-
stimmt werden. Uber Ergebnisse von derzeit laufenden zell-
biologischen Stoffwechseluntersuchungen mit den Galac-
tose-Clustern 6b, 6e und 6f werden wir an anderer Stelle
berichten.

Wir danken der Fa. Merz + Co. GmbH & Co., Frankfurt, fir
die groBziigige Unterstiitzung dieser Arbeit und dem Fonds der
Chemischen Industrie fiir eine Forschungsbeihilfe.

Experimenteller Teil

Eindampfoperationen im Rotationsverdampfer mit Wasser-
strahlpumpenvakuum; Badtemp. ca. 30°C. — DC: Aluminium-Fo-
lien mit Kieselgel Si-60 HF 55, (Merck); Laufmittel: DC-A: Chlo-
roform/MeOH (9:1); DC-B: Chloroform/Aceton (8:2); DC-C: Chlo-
roform/MeOH/Wasser (54:40:6); DC-D: Benzol/EtOH (8:2); DC-
E: Cyclohexan/Ethylacetat (8:2); DC-F: Chloroform/MeOH/Was-
ser/25proz. Ammoniak (75:25:3:1); DC-G: Toluol/EtOH (9:1);
DC-H: Chloroform/Aceton (3:1); DC-I: Ethylacetat/Cyclohexan
(2:1); Detektion mittels Fluoreszenzloschung bei 254 nm oder nach
Anfirben mit 30proz. methanolischer Schwefelsdure bzw. alkoho-
lischer Ninhydrin-Lésung und nachfolgendem Erhitzen. — SC:
Kieselgel Si-60 (Merck), Korngré8e 40 —60 pm. — Schmelzpunkte:
Biichi-SMP-20-Apparat. — NMR: Bruker WM 200 oder WM 400;
interner Standard bei 'H-NMR Messungen: Tetramethylsilan; bei
BC-NMR Messungen: Lésungsmittel-Signale. Soweit erforderlich,
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wurden die Zuordnungen der Signale in '"H-NMR-Spektren mit
Hilfe von 2D-COSY- und in “C-NMR-Spektren mit DEPT-90-
und DEPT-135-Experimenten abgeleitet; exemplarisch ist die voll-
stdndige Zuordnung fiir das *C-NMR-Spektrum von 6a (Abschnitt
8) angegeben. — FAB-MS: ZAB-HF-Massenspektrometer umge-
kehrter Geometrie (VG Analytical, Manchester); methanolische Lo-
sungen der Proben wurden mit Thioglycerin (2,3-Dihydroxy-1-pro-
panthiol) vermischt und mit Xenon-Atomen der kinetischen Energie
dquivalent 9 keV bombardiert’”; Positiv-Ionen-Spektren wurden
im massenkontrollierten Scan von 300 — 500 s Dauer registriert; die
Auswertung der Spektren erfolgte durch Auszédhlen der Spektral-
linien. Bei den Massenangaben handelt es sich daher um Nomi-
nalmassen. — TMS-Triflat und TRIS wurden von Merck, Penta-
acetylgalactose von Sigma bezogen. Acetobromgalactose®, Boc-
Gly-O-TDO?), Cholesterylhydrogensuccinat®, EEDQ?, Fmoc-
Glycin®, und 4'" wurden nach Literaturangaben hergestellt. 25-
Hydroxycholesterin wurde aus Stigmasterin synthetisiert®”,

1) N*-[(9-Fluorenyljmethoxycarbonyl[-N-{2-hydroxy-1,1-bis-
(hydroxymethyl)ethyl Jglycinamid (TRIS-Gly-Fmoc, 2b): Eine Lo-
sung von 2.24 g (18.5 mmol) TRIS, 5.02 g (16.9 mmol) 1bund 5.1 g
(20.8 mmol) EEDQ in 165 ml absol. EtOH wird unter Argon 5 h
unter RickfluB erhitzt. Danach wird eingeengt und der Riickstand
mit 150 ml Diethylether versetzt. Man saugt ab und wischt die
Kristalle mehrmals mit absol. Ether. Das Rohprodukt wird in
MeOH aufgenommen und bis zur Neutralreaktion mit Dowex S0W
X-200 (H®-Form) versetzt. Nach dem Filtrieren wird die Lésung
zur Trockene eingeengt. 2 b kristallisiert nach Vermischen des Riick-
standes mit Diethylether aus. Man 148t noch 12 h bei —20°C ste-
hen, filtriert durch eine Glasfritte und trocknet iiber Kaliumhydro-
xid und Paraffin bei 0.2 Torr. — Ausb. 3.72 g (55%), Schmp.
85—87°C. — DC-A: R; = 031. — 'H-NMR (200 MHz, [Ds]-
DMSO): 8 = 790 (d, J = 7.2 Hz, 2 aromat. H), 771 (d, J = 7.2
Hz, 2 aromat. H), 7.56 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 7.47—7.28 (m, 4
aromat. H), 7.19 (br. s, 1H, NH), 4.72 (t, J/ = 5.8 Hz, 3H, OH),
433-416 (m, 3H, CH,CH=), 366 (d, J = 59 Hz 2H,
COCH,NH), 3.54 (d, J = 5.8 Hz, 6H, =CCH,0). — “C-NMR
(50.3 MHz, [D¢]DMSO): § = 170.00 (NCOC), 156.48 (NCOO),
143.85, 140.75, 127.67, 127.12, 125.28, 120.13 (aromat. C), 63.32
(=0), 62.16 (=CCH,0), 60.34 (OCH,CH=), 46.62 (CH,CH=),
43.90 (NCH,CO).

CyHyyN,Oy - 0.5 H,O (409.4) Ber. C 61.60 H 6.15 N 6.84

Gef. C61.57 H 6.29 N 6.33

2) N°*[(9-Fluorenyl)methoxycarbonyl[-N-[tris(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-p-galactopyranosyloxymethyl )methyljglycinamid
[(AcyGal);-TRIS-Gly-Fmoc, 3¢]: Zu einer unter Argon kriftig ge-
rithrten Suspension von 2.8 g (6.9 mmol) 2b sowie 2.9 g (10.6 mmol)
Hg(CN), und 3.8 g (10.6 mmol) HgBr, in 80 ml Acetonitril wird
innerhalb von 60 min bei Raumtemp. eine Ldsung von 8.75 g (21.3
mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-brom-1-desoxy-a-D-galactose in
80 m] Acetonitril getropft. Nach weiteren 30 min fiigt man zu der
klaren Lsung nochmals 0.9 g (3.5 mmol) Hg(CN),, 1.3 g (3.5 mmol)
HgBr; und 2.9 g (7.1 mmol) Acetobromgalactose. AnschlieBend 148t
man 24 h bei 20°C riihren. Dann wird zur Trockne eingedampft
und der Riickstand in 250 mi Chloroform aufgenommen. Nach dem
Waschen mit 12proz. Kaliumbromid-Losung (5 x 100 ml) und
Wasser (5 x 100 ml) wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und
eingedampft. Das sirupdse Rohprodukt (13.9 g) liefert nach SC
[Etylacetat/Cyclohexan (2:1)] und Trocknen tber P,Oy 3¢ als
farbloses Pulver. — Ausb. 3.75 g (38%), Schmp. 126—129°C. —
DC-B: R; = 0.36. — DC-D: R; = 0.65. — DC-I: Ry = 0.21. —
[«}® = —9.3 (¢ = 1 in CHCL). — 'H-NMR (400 MHz, CDCl;):
& = 7.68 (d, J = 7.5 Hz, 2 aromat. H), 7.55 (ddd, J, = 7.5 Hz,
Jn = 2Hz, J, = 0.8 Hz, 2 aromat. H), 7.32(dt, J, = 70 Hz, J, =
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0.8 Hz, 2 aromat. H), 7.24 (m, 2 aromat. H), 6.19 (s, 1H, NH), 5.71
(br. t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 531 (dd, J3 4+ = 28 Hz, Jy 5 = 0.7
Hz, 3H, 4-H), 507 (dd, J, » = 10.5 Hz, J,-» = 7.7 Hz, 3H, 2"-H),
4.96 (dd, J»; = 10.5 Hz, J53» = 3.3 Hz, 3H, 3"-H), 436 (d, J1.» =
7.7 Hz, 3H, 1"-H), 4.32 (dd, Jgm = 7.5 Hz, Jui. = 4.3 Hz, 2H,
CH,CH=), 4.16 (t, J,i. = 7.5 Hz, 1H, CH,CH=), 412—4.01 (m,
9H, 6’-H und =CCH,HO), 3.86 (t, Js = 7.0 Hz, 3H, 5'-H), 3.76
(dd, J = 10.8 Hz, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,), 3.72 (d, / = 10.5 Hz,
3H, =CCHHO), 2.11, 2.03, 2.02, 1.94 (4 5, 36 H, CH;CO). — "*C-
NMR (100 MHz, CDCl,): § = 170.25, 170.02, 169.81, 169.36, 168.77
(CH;C =0 und NCOCH,), 156.29 (NCO,), 143.69, 141.07, 127.56,
126.95, 124.98, 119.84 (aromat. C), 101.16 (C-1"), 70.65, 70.35 (C-3’
und C-5'), 68.87 (C-2'), 68.06 (OCH,), 66.82 (C-4"), 61.02 (C-6") und
COCH,CH =), 59.04 (=C), 46.92 (CH,CH =), 44.09 (NHCH,CO),
20.63, 20.50, 20.44, 20.38 (CH;CO). — FAB-MS: m/z (%) = 1413
(9.5 [IM+Na*], 1391 (1) [IM+H™], 1371 (2), 1353 (1), 1311 (0.3),
1191 (1), 1125 (2), 1112 (1), 1083 (1), 1061 (1), 1043 (5), 1001 (1), 865
(0.3), 771 (1), 755 (1), 713 (1), 331 (54), 289 (8), 229 (11), 178 (87), 169
(100).

CeHiN,O35-2.5 H,O (1427.3) Ber. C 52.68 H 582 N 1.95

Gef. C 52.70 H 5.55 N 1.96

3) N-[Tris(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-B-p-galactopyranosyloxyme-
thyl)methyl Jglycinamid [(Ac,Gal);-TRIS-Gly, 3e}: Man rithrt 2.1 g
(1.5 mmol) 3¢ in 50 ml einer 10 proz. Losung von Piperidin in absol.
Dichlormethan unter Argon 90 min bei 20°C. AnschlieBend wird
mit Dichlormethan auf 100 ml verdiinnt und mit 0.75 N HCI (3 x
50 ml) gewaschen. Die mit MgSO, getrocknete organische Phase
wird bis auf etwa 0.5 ml eingeengt und anschlieBend mit 10 ml
Dicthylether vermischt. Man 148t ca. 12 h bei —20°C stehen und
saugt ab. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung fiir die
anschlieBende Reaktion verwendet. — Ausb. 1.6 g (93%), Schmp.
124 —126°C (Zers.). — DC-A: Ry = 0.44. — Zur Analyse wird eine
Probe der SC [Chloroform/MeOH (9:1)] unterworfen und aus
Diethylether/Pentan kristallisiert. — [a]® = —141 (¢ = 1 in
MeOH). — 'H-NMR (200 MHz, CDCly): § = 539 (d, J»4 = 3.8
Hz, 3H, 4’-H), 5.15 (dd, J» 3 = 104 Hz, J,.,- = 7.7 Hz, 3H, 2’-H),
501 (dd, Jy.; = 10.5 Hz, J5., = 3.8 Hz, 3H, 3-H), 444 (d, J, » =
7.8 Hz, 3H, 1’-H), 4.41 (m, 9H, 6’-H und =CCH,HO), 3.92(t,J =
7 Hz, 3H, 5-H), 3.83 (d, / = 104 Hz, 3H, =CCHHO), 3.26 (s,
2H, COCH,;NH,), 2.17, 2.07, 2.06, 1.99 (4s, 36 H, CH;CO). — FAB-
MS: m/z (%) = 1191 (1) [M+Na*], 1169 [11] [M+H*], 1127
(3), 1112 (2), 839 (2), 821 (7), 779 (2), 491 (1), 331 (88), 289 (12), 265
(18), 229 (14), 169 (100).

CysHegN,O3; (1169.1)  Ber. C 49.32 H 5.86 N 2.40
Gef. C 4941 H 587 N 2.22

4) N*-Succinyl-N-{[tris(2,34,6-tetra-O-acetyl-B-p-galactopyrano-
syloxymethyl)methyl Jglycinamid [(AcsGal)-TRIS-Gly-SUCC, 3f]:
2.0 g (1.7 mmol) 3e und 1.7 g (17 mmol) Bernsteinsdureanhydrid
werden in 50 ml Dichlormethan suspendiert und mit 0.29 ml N-
Ethyldiisopropylamin (1.7 mmol) versetzt. AnschlieBend rithrt man
24 h bei 20°C. Die Suspension wird mit 150 ml Dichlormethan
verdiinnt und mit 1 N HCI (3 x 100 ml) gewaschen. Die mit Ma-
gnesiumsulfat getrocknete organische Phase wird zur Trockne ein-
gedampft und der sirupdse Riickstand mit 10 ml Pentan verriihrt.
Nach Absaugen des Niederschlages wird mittels SC [Chloroform/
MeOH (9:1)] gereinigt und iiber P,Oy getrocknet. Man erhilt 3
als farblose Kristalle. — Ausb. 1.9 g (84%), Schmp. 107—110°C. —
DC-F: R; = 0.36. — [a]f = —18.3(c = 1in CHCly). — 'H-NMR
(200 MHz, CDCl,): 8 = 6.97 (br. s, 1 H, NH), 6.38 (br. s, { H, NH),
531 (d, J = 2.5 Hz, 3H, 4-H), 5.12—-4.90 (m, 6H, 2’- und 3’-H),
440 (d, J = 6.2 Hz, 3H, 1’-H), 421 —3.58 (m, 17H, =CCH,0, 5-
und 6’-H und NHCH,CO), 2.67-2.40 (m, 4H, COCH,CH,CO),
2.11,2.01,1.91 (35, 36 H, H;CCO). — "C-NMR (50.3 MHz, CDCl.):
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& = 172.83, 170.51, 170.19, 170.02, 169.63, 169.39 (C=0), 101.29,
70.67, 70.47, 69.03, 67.89, 66.94, 61.06, 59.46, 42.88, 30.71, 30.25,
20.75, 20.64, 20.58, 20.51.

Cs;H:,N,Os34 - 3 HyO (1323.2)  Ber. C47.20 H 594 N 2.12
Gef. C 4730 H 5.51 N 1.61

5} (5-Cholesten-3B-yl) ( TDO )succinat (Sb): Zu einer Losung von
1.39 g (4.26 mmol) 4 und 2.08 g (4.26 mmol) 5a in 25 m] Dichlor-
methan fiigt man bei 20°C 0.312 ml (4 mmol) Pyridin. Nach 24 h
wird mit 75 ml Dichlormethan verdiinnt und wie folgt extrahiert
(vgl. Lit."™): 20proz. wiBrige Citronensiure-Ldsung (3 x 50 ml),
ges. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung (10 x 50 ml), 20proz. wal-
rige Citronensidure-Losung (1 x 50 ml) und Wasser (3 x 50 ml).
Die mit Magnesiumsulfat getrocknete organische Phase wird ein-
gedampft. — Ausb. 2.1 g (64%), Schmp. 136—138°C (Zers.). —
DC-E: Ry = 026, — [oJ® = —27.5(c = 1in CHCL). — '"H-NMR
(200 MHz, CDCl3): 8 = 7.97 (m, 2 aromat. H), 7.55 (m, 3 aromat.
H), 7.44 (m, 3 aromat. H), 7.33 (m, 2 aromat. H), 5.36 (m, 1H, 6-H
von Chol), 5.21 (s, 1H, H von Thiophen), 4.63 (br. m, 1H, 3-H von
Chol), 2.98 (t, J = 6.2 Hz, 2H, COCH,CH,CO), 2.70 (t, / = 6.2
Hz, 2H, COCH,CH,CO), 2.31 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 4-H von Chol),
2.1—0.7 (m, 41H). — *C-NMR (50.3 MHz, CDCL,): § = 184.54,
170.79, 168.67 (C=0), 148.23, 145.35 (aromat. C), 139.39 (C-5 von
Chol), 132.71, 130.84, 129.91, 129.58, 129.43, 129.25 (aromat. C),
127.13, 123.76 (C=C von Thiophen), 122.78, 74.77, 56.65, 56.10,
49.95,43.02,42.27, 39.69, 39.5, 37.96, 36.89, 36.52, 36.17, 35.78, 31.87,
31.79, 28.98, 28.79, 28.23, 27.99, 27.63, 24.27, 24.83, 22.85, 22.59,
21.00, 19.28, 18.72, 11.86.

C7HgO5S (796.1) Ber. C 73.40 H 7.86
Gef. C 72.85 H 8.06

6) N-(tert-Butoxycarbonyl)glycin-(5-cholesten-3p-ylester) (5¢)
(vgl. Lit.®): 1.03 g (2.2 mmol) Boc-Gly-O-TDO und 1.2 g (3.1 mmol)
Cholesterin in 50 ml trockenem Dichlormethan werden mit 0.25 ml
(2.24 mmol), N-Ethyldiisopropylamin versetzt. Man riihrt 7 h bei
20°C (Farbumschlag von Rot nach Orange), verdiinnt mit 50 ml
Dichlormethan und arbeitet wie in Abschnitt 5 beschrieben auf. SC
[Cyclohexan/Essigester (1:1)] liefert Sc. — Ausb. 1.7 g (70%),
Schmp. 112—114°C. — DC-E: R; = 0.52. — 'H-NMR (400 MHz,
CD.CL): 8 = 5.36 (m, 1H, 6-H), 5.15 (t, / = 3 Hz, 1H, NH), 4.6
(m, 1H, 3-H), 3.81 (d, J = 3 Hz, 2H, NHCH,CO), 2.31 (m, 2H, 4-
H), 2.04—0.83 (m mit s bei § = 1.41, 1.00 und 0.67, 50 H). — ¥C-
NMR (50.3 MHz, CD,Cl): 8 = 170.13, 156.04 (C=0), 139.92,
132.15, 79.86, 75.37, 57.14, 56.61, 50.48, 43.02, 42.7, 40.18, 39.92,
38.42, 37.35, 36.95, 36.1, 36.25, 32.31, 32.25. 28.63, 28.47 [(CH;),C],
28.43, 28.09, 24.66, 24.27, 23.01, 22.77, 21.44, 19.52, 18.96, 12.07.

7) Glycin-(5-cholesten-3B-ylester )-hydrotrifluoracetat {5d (Hy-
drotrifluoracetat)] (vgl. Lit>®): 1.0 g (1.8 mmol) S¢ werden mit
2.5 ml Trifluoressigsdure vermischt. Es setzt sofort eine Gasent-
wicklung ein. Man riihrt 1 h bei 20°C und entfernt die Trifluores-
sigsdure bei 1 Torr. Das zuriickbleibende briunliche Pulver wird
ohne weitere Reinigung weiterverarbeitet. — Ausb. 0.98 g (96%),
Schmp. 185°C (Zers). — DC-D: R; = 0.35. — 'H-NMR (90 MHz,
CDCl;, [Dg]DMSO): & = 5.13 (m, tH, 6-H), 44 (m, 1 H, 3-H), 3.5
(s, 2H, NCH,CO), 2.5—0.5 (43 H).

8) N*-[4-(5-Cholesten-3B-yloxy)succinyl J-N-[tris( 2,3 4,6-tetra-O-
acetyl-fB-p-galactopyranosyloxymethyl)methyl]glycinamid
[(Ac,Gal);-TRIS-Gly-SUCC-Chol, 6a]: 1.35 g (1.15 mmol) 3e und
0.86 g (1.11 mmol) 5b werden in 100 ml trockenem Dichlormethan
geldst und mit 0.39 ml (2.24 mmol) N-Ethyldiisopropylamin ver-
setzt. Die Farbe der bei 20°C gerithrten Reaktionsmischung wech-
selt innerhalb 6 h von zundchst Tiefrot nach Orangegelb. Man
verdiinnt mit 100 ml Dichlormethan und extrahiert wie in Ab-
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schnitt 5 beschrieben. Die mit MgSO, getrocknete organische Phase
wird eingedampft und der Riickstand in 10 ml Diethylether/Hexan
(1:1) aufgenommen. Der nun erhaltene Feststoff wird abfiltriert und
der SC [Chloroform/Aceton (4:1)] unterworfen. Nach dem Trock-
nen iiber PO,y erhdlt man 6a. — Ausb. 1.61 g (87%), Schmp.
129—132°C. — DC-B: R; = 0.39. — DC-D: R; = 0.68. — [o]} =
—23.1 (¢ = 1in CHCL,). — 'H-NMR (200 MHz, CDCL): = 6.53
(t, J = 5.0 Hz, 1H, NH), 6.21 (s, 1 H, NH), 5.39 (dd, J 4 = 3.1 Hz,
Jys = 1 Hz, 3H, 4-H), 534 (m, 1H, 6-H von Chol), 5.13 (dd,
Jry = 105 Hz, Ji.» = 7.5 Hz, 3H, 2-H), 502 (dd, J>; = 105
Hz, Jy.4 = 3.2 Hz, 3H, 3’-H), 46 (m, 1H, 3-H von Chol), 4.42 (d,
Jyp = 7.5 Hz, 3H, 1"-H), 428 -4.10 (m mit d bei 6 = 4.18, J =
10.4 Hz, 9H, 6-H und =CCH,HO), 394 (t, J5.c = 7.1 Hz, 3H,
5’-H), 3.86 (d, J = 5 Hz, 2H, NHCH,), 3.76 (d, J = 104 Hz, 3H,
=CCHzHO), 2.61 (m, 4H, COCH,CH,CO), 2.31 (m, 2H, 4-H von
Chol), 2.2—-0.7 (m mit s bei 8§ = 217, 2.07, 2.06 und 1.89, 77H,
CH,CO und H von Chol). — BC-NMR (50.3 MHz, CDCl,) (Zu-
ordnung: vgl. Lit¥): 8§ = 17220 (CH,NHCOCH,), 171.57
(CH,CO,CH =), 170.39, 170.15, 169.95, 169.44 (CH;CO,), 168.70
(=CNHCOCH,), 139.56 (C-5 von Chol), 122.57 (C-6 von Chol),
101.29 (C-17), 74.24 (C-3 von Chol), 70.76 (C-5"), 70.47 (C-3’), 68.97
(C-2), 68.13 (OCH,C =), 66.89 (C-4'), 61.06 (C-6), 59.17 (C =), 56.60
(C-14 von 'Chol), 56.02 (C-17 von Chol), 49.92 (C-9 von Chol), 42.81
(NHCOCH,COQ), 42.23 (C-13 von Chol), 39.63 (C-16 von Chol),
39.44 (C-24 von Chol), 37.99 (C-4 von Chol), 36.89 (C-1 von Chol),
36.51 (C-10 von Chol), 36.10 (C-22 von Chol), 35.72 (C-20 von Chol),
31.83 (C-12 von Chol), 31.76 (C-8 von Chol), 31.52 (C-7 von Chol),
30.58 (COCH,CH,CO), 29.59 (COCH,CH,CO), 28.17 (C-2 von
Chol), 27.94 (C-25 von Chol), 24.21 (C-15 von Chol), 23.74 (C-23
von Chol), 22.78 (C-27 von Chol), 22.51 (C-26 von Chol), 20.96 (C-
11 von Chol), 20.76, 20.67, 20.62, 20.52 (CH;CO), 19.25 (C-19 von
Chol), 18.65 (C-21 von Chol), 11.80 (C-18 von Chol). — FAB-MS:
mjz (%) = 1637 (2) [M+H™], 1307 (2), 1289 (21), 1112 (17), 1070
(1.5), 1052 (1.5), 921 (14), 782 (2.5), 750 (2), 591 (6), 331 (100).
CH 14N,O3 - 2 H,O (1673.8) Ber. C 56.69 H 7.23 N 1.67
Gef. C 56.87 H7.29 N 1.36

9) N°-[4-(5-Cholesten-3p-yloxy)succinyl ]-N-[tris( f-D-galacto-
pyranosyloxymethyl )methyl Jglycinamid [(Gal);-TRIS-Gly-SUCC-
Chol, 6b] (vgl. Lit.): Zu einer auf —20°C gekiihlten, gut gerithrten
Losung von 1.47 g (0.89 mmol) 6a in 147 ml MeOH gibt man aus
einer Spritze unter Argon langsam 0.74 ml (743 mg, 23.2 mmol)
wasserfreies Hydrazin zu. Nach weiterem 6stdg. Rithren bei —20°C
148t man 5 d bei —20°C stehen. Danach wird mit 1 ml Aceton
versetzt und zur Trockne eingedampft. Der sirupdse Riickstand
wird mit 0.2 ml MeOH und 10 ml Pentan vermischt. Der Nieder-
schlag wird abzentrifugiert und mittels SC [Chloroform/MeOH/
Wasser (54:40:6)] aufgetrennt. Man erhéit zwei Fraktionen. Die
erste liefert nach Trocknen iiber P,Oy, 6b. — Ausb. 340 mg (33%),
Schmp. 220°C (Zers.). — DC-C: Ry = 0.21. — [o]® = —122(c =
0.5 in DMSO) (Lit.Y: [a]® = —9.7 [c = 1 in CHCl;/DMSO
(1:1)]. — 'H-NMR (400 MHz, CDCl;/[D;]DMSO): 8 = 8.02 (t,
J = 3.5 Hz, 1H, NH), 7.07 (s, 1 H, NH), 5.3 (m, 1 H, 6-H von Chol),
4.85 (br. s, 3H, OH), 4.65 (br. s, 3H, OH), 4.55 (br. s, 3H, OH), 4.40
(m, 1H, 3-H von Chol), 4.36 (br. s, 3H, OH), 413 (d, J,» = 7.5
Hz, 3H, 1-H),4.07(d, J = 10.5 Hz, 3H, =CCH,HO0),3.78(d, J =
10.5 Hz, 3H, = CCH3HO), 3.66 (m, 5H, 4-H und COCH,NH), 3.53
(m, 6H, 6-H), 333 (m, 9H, 2’-, 3’- und 5-H), 248 (m, 4H,
COCH,CH,CO), 225-0.63 (43H). — '"C-NMR (100 MHz,
CDCl/[Ds] DMSO): & = 171.53, 171.25, 168.98, 139.27, 121.94,
104.23, 75.04, 73.24, 73.16, 70.69, 68.20, 67.46, 60.48, 59.50, 56.06,
55.46, 49.35, 4247, 41.74, 37.58, 36.42, 36.00, 35.56, 35.12, 31.27,
29.68, 29.13, 27.68, 27.34, 27.23, 23.75, 23.13, 22.52, 22.25, 20.46,
18.86, 18.37, 11.51. — FAB-MS: m/z (%) = 1155 (5) [M+Na™*],
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1133 (20) [M+H*7, 1079 (2), 1061 (2), 971 (6), 953 (6), 899 (1), 809
(3), 791 (3), 737 (1), 369 (100), 279 (36), 261 (65).
CssHyN,Oy, - 3 H,O (1187.4)  Ber. C 55.64 H 8.32 N 236
Gef. C 55.63 H 8.10 N 2.45

Aus der zweiten Fraktion isoliert man die Monoacetyl-Verbindung
6¢. — Ausb. 274 mg (25%), Schmp. 260°C (Zers.). — DC-C: Ry =
0.41. — FAB-MS: m/z = 1197 [M+Na*].

Die Abspaltung der Acetyl-Gruppe erfolgt dhnlich wie voranste-
hend fiir 6a beschrieben: Zu 200 mg 6¢ (0.17 mmol) in 5 ml absol.
MeOH gibt man bei —20°C 5 ul (5.1 mg, 0.16 mmol) Hydrazin.
Nach 3tdgigen Stehenlassen bei —20°C arbeitet man wie voran-
stehend (Abschnitt 9) beschrieben auf. SC [Chloroform/MeOH/
Wasser (54:40:6)] liefert 6b, dessen Eigenschaften (Schmp., Ry) mit
denen des zuvor aus 6a erhaltenen 6b iibereinstimmen. — Ausb.
87 mg (45%).

10) N*-[4-(5-Cholesten-3B-yloxycarbonylmethylamino ) succinyl |-
N-[tris(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-galactopyranosyloxymethyl ) -
methyl Jglycinamid [(Ac,Gal)-TRIS-Gly-SUCC-Gly-O-Chol, 6d]:
Zu einer Losung von 440 mg (0.33 mmol) 3f und 222 mg (0.40
mmol) 5d (Hydrotrifluoracetat) in 50 ml Dichlormethan gibt man
0.1 ml (0.5 mmol) N-Ethyldiisopropylamin und 130 mg (0.5 mmot)
EEDQ. Nach 24stdg. Rithren bei 20°C wird eingedampft und der
Riickstand mit Pentan vermischt. Das farblose Produkt wird mittels
SC [Toluol/EtOH (9:1)] gereinigt und iiber P,Oy getrocknet. —
Ausb. 0.54 g (94%), Schmp. 127—130°C. — DC-G: R; = 0.28. —
[e® = —229 (c = 1in CHCl). — '"H-NMR (400 MHz, CDCl,):
0 = 6.76 (t, J = 5.0 Hz, 1H, NH), 6.72 (t, J = 52 Hz, 1H, NH),
6.26 (s, 1H, NH), 531 (dd, J5 4 = 32 Hz, Jy5 = 1.1 Hz, 3H,
4’-H), 5.29 (m, 1 H, 6-H von Chol), 5.04 (dd, J, 5 = 103 Hz, J,.» =
7.5 Hz, 3H, 2’-H), 497 (dd, J,;, = 10.3 Hz, /5.4 = 3.4 Hz, 3H,
3-H), 4.58 (m, 1H, 3-H von Chol), 4.38 (d, J;-» = 7.5 Hz, 3H,
1-H), 4.12 (dd, Jyem = 104 Hz, Js 6o = 6.5 Hz, 6'-H,), 4.08 (d,
J = 10.3 Hz, =CCH,HO), 4.05 (dd, Jeew. = 10.4 Hz, J5. 4p = 6.5
Hz, 6’-Hj, 9H zusammen mit den Signalen bei 8 = 4.12 und 4.08),
391 (t-artiges m, Js ¢ = 6.5 Hz, SH, 5"-H und NHCH,CO), 3.78
(br. d, J = 5.1 Hz, 2H, NHCH,CO), 3.69 (d, J = 10.3 Hz, 3H,
=CCHgHO), 2.55 (s, 4H, COCH,CH,CO), 24 —0.6 [m mit s bei
8 = 2.08,1.99,1.98, 1.89, 0.94 und 0.60 sowie d bei 8 = 0.74 (J =
7.0 Hz), 0.69 (/ = 7.0 Hz) und 0.68 (J = 7.0 Hz), 79 H, CH;CO
und H von Chol]. — *C-NMR (50.3 MHz, CDCl,): § = 17237,
172.29, 170.38, 170.15, 169.97, 169.48, 169.35, 169.05, 139.22, 122.85,
101.27, 75.19, 70.68, 70.47, 68.99, 68.02, 66.92, 61.08, 59.33, 56.57,
56.01, 49.88, 43.13, 42.20, 41.52, 39.60, 39.40, 37.88, 36.79, 36.51,
36.07, 35.68,31.79, 31.72, 31.06, 30.1, 28.13,27.91, 24.17, 23.71, 22.74,
22.48, 20.92, 20.73, 20.63, 20.58, 20.47, 19.19, 18.62, 11.76.

C81H119N3035 -3 H2O (17489) Ber. C 55.63 H 7.20 N 2.40
Gef. C5593 H7.13 N 187

11) N*-[4-(5-Cholesten-3f-yloxycarbonylmethylamino )-N-
[tris( B-D-galactopyranosyloxymethyl)methyl [succinyl Jglycinamid
[(Gal);-TRIS-Gly-SUCC-Gly-O-Chol, 6e]: Zu einer auf —20°C ge-
kiihlten Losung von 316 mg (0.18 mmol) 6d in 20 mi MeOH wer-
den unter starkem Rithren langsam 75 pl (75.8 mg, 2.37 mmol)
wasserfreies Hydrazin gegeben. Man rithrt 6 h bei —20°C und 1406t
dann 24 h bei —20°C und 72 h bei 20°C stehen und arbeitet wie
in Abschnitt 9 beschricben auf. — Ausb. 80 mg (36%), Schmp.
220°C (Zers)). — DC-C: Ry = 0.17. — [0]¥ = ~148(c = 0.25in
DMSO). — 'H-NMR (200 MHz, [D;]DMSO): 8 = 8.29 (s, 1H,
NH), 8.06 (s, 1H, NH), 7.05 (s, t H, NH), 5.35 (br. s, 1 H, 6-H von
Chol), 4.89 (br. s, 3H, OH), 4.75 (br. s, 3H, OH), 4.63 (br. s, 3H,
OH), 4.41 (m, 4H, 3-H von Chol und OH), 420—3.95 (m, 6H, 1’-
H und =CCH,HO), 3.76 (s, 3H, =CCHHO), 3.63 (m, 7H, 4-H
und NHCH,CO), 3.48 (s, 6’-H), 3.4—3.2 (m, 9H, 2’-, 3’- und 5'-H),
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2.37 (s, 4H, COCH,CH,CO), 2.3—0.6 (m, 43H). — *C-NMR (100
MHz, [Dg]DMSO): 8 = 172.24, 172.02, 169.14, 169.03, 138.96,
122.10, 104.04, 74.93, 73.87, 73.16, 70.69, 68.33, 67.53, 60.69, 59.33,
56.02, 55.42, 49.30, 42.88, 41.69, 40.69, 39.09, 38.81, 37.51, 36.32,
35.95, 35.53, 35.09, 31.26, 31.21, 30.51, 30.40, 27.64, 27.32, 217.16,
23.70, 23.12, 22.44, 22.17, 20.41, 18.79, 18.29, 11.43. — FAB-MS:
mfz (%) = 1212 (1) [M +Na'], 1028 (0.4), 1010 (1), 866 (1), 848
(2), 794 (3), 704 (4), 686 (6), 608 (2), 369 (100).

12) N*-[4-(25-Hydroxy-5-cholesten-3-yloxy )succinyl |- N-[tris-
(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-p-galactopyranosyloxymethyl )methyl | gly-
cinamid [(AcyGal)-TRIS-Gly-SUCC-25-OH-Chol, 6f]: Zu einer
Losung von 150 mg (0.11 mmol) 3f in 2 ml Dichlormethan gibt
man 41 mg (0.125 mmol) 4 und 10 pl (9.8 mg, 0.12 mmol) Pyridin.
Nach 18stdg. Rithren bei 20°C wird mit 12 mg (0.03 mmol) 25-
Hydroxy-5-cholesten-3f3-ol und 10 pl (7.4 mg, 60 pmol) N-Ethyl-
diisopropylamin versetzt und 20 h bei 20°C geriihrt. AnschlieBend
wischt man mehrmals mit 20 proz. Citronensdure-Losung, ges. Na-
triumhydrogencarbonat-Losung und Wasser (vgl. Abschnitt 5),
trocknet mit MgSO, und dampft zur Trockne ein. Der Riickstand
wird mittels SC [CHCl;/Aceton (3:1)] gereinigt und anschlieBend
iiber P,O0, getrocknet. — Ausb. 27 mg (53%), Schmp.
115—118°C. — DC-H: R; = 034. — [a]f = —-247 (¢ = 1 in
CHCl;). — 'H-NMR (200 MHz, CDCly): § = 6.50 (t, / = 4.5 Hz,
1H, NH), 6.17 (s, 1H, NH), 5.32 (dd, J3» = 3.3 Hz, J;.5 = 1.0 Hz,
3H, 4-H), 5.18 (m, 1H, 6-H von 25-HO-Chol), 5.07 (dd, J, 5 =
10.5Hz, Ji.» = 7.7Hz, 3H, 2"-H),4.96 (dd, J» ;- = 10.5Hz, J5. 4 =
3.3 Hz, 3H, 3’-H), 4.53 (br. m, 1 H, 3-H von 25-HO-Chol), 4.37 (d,
J = 7.7 Hz, 3H, 1’-H), 418 —4.02 (m, 9H, 6'-H und =CCH,HO),
3.95-3.75 (m, 5H, 5-H und NHCH,CO), 3.70 (d, J = 10.5 Hz,
2H, =CCH3HO), 2.62—-2.47 (m, 4H, COCH,CH,CO), 2.24 (br. d,
J = 1.5 Hz, 2H, 4-H von 25-HO-Chol), 217—0.9 (m mit s bei § =
2.10, 2.02, 1.93, 1.13, 0.94, 70H, CH;CO und H von 25-HO-Chol),
0.87 (d, / = 6.7 Hz, 3H, 21-H von 25-HO-Chol), 0.61 (s, 3H, 19-
H von 25-HO-Chol). — *C-NMR (50.3 MHz, CDCLy): § = 172.21,
171.60, 170.41, 170.17, 169.97, 169.46, 168.73, 139.56, 122.56, 101.28,
74.23, 70.96, 70.74, 70.46, 68.96, 68.10, 66.88, 61.04, 59.18, 56.58,
55.97, 49.89, 44.34, 42.80, 42.24, 39.62, 37.98, 36.88, 36.50, 36.37,
35.70, 31.81, 31.75, 30.56, 29.58, 29.25, 29.11, 28.18, 27.64, 24.20,
20.94, 20.76, 20.67, 20.62, 20.52, 19.24, 18.61, 11.79. — FAB-MS:
m/z (%) = 1676 (8) [M+Na™], 1654 (4 [M+H*], 1323 (3), 1305
(23), 1169 (2), 1112 (31), 1070 (9), 1052 (27), 921 (25), 782 (12), 750
(12), 367 (12), 331 (73), 109 (100).

CoH16N;035 - 2 H,O (1689.8) Ber. C 56.15 H 7.16 N 1.66

Gef. C 5642 H 7.15 N 1.66

13} N*-[4-(25-Hydroxy-5-cholesten-3f-yloxy Jsuccinyl - N- [ tris-
( B-p-galactopyranosyloxymethyl jmethyl Jglycinamid [(Gal);-TRIS-
Gly-SUCC-25-HO-Chol, 6g]: Zu einer Loésung von 20 mg (12
pmol) 6f in 5 ml MeOH gibt man aus einer Spritze bei 0°C 30 pl
(30.3 mg, 0.95 mmol) wasserfreies Hydrazin. Nach 4tigigem Ste-
henlassen bei —20°C wird zweimal nacheinander mit je 2 ml Ace-
ton versetzt und eingedampft. Man reinigt den farblosen Riickstand
mittels SC [CHCl;/MeOH/Wasser (54:40:6)] und erhilt farbloses,
glasartiges 6g. — Ausb. 5.0 mg (36%). — DC-C: Ry = 048. —
[a]® = —10.12 (¢ = 1 in DMSO). — 'H-NMR (400 MHz,
[Ds]DMSO): 8 = 8.07 (t, J = 5.5 Hz, 1 H, NH), 7.08 (s, 1H, NH),
5.34 (m, 1H, 6-H von 25-HO-Chol), 491 (d, J = 3.8 Hz, 3H, OH),
477 (br. s, 3H, OH), 4.64 (t, J = 5.5 Hz, 3H, OH), 443 (m mit d,
J = 4.8 Hz, 4H, OH und 3-H von 25-HO-Chol), 416 —4.01 [m
mitd beid = 4.11,J = 70Hz, s bei 8 = 4.06 und d bei 6§ = 4.04
(/ = 10.5 Hz), 10H, 1’-H, =CCH,HO und OH von 25-HO-Chol],
3.73(d, J = 10.5 Hz, 3H, =CCHyzHO), 3.67 (d, / = 5.5 Hz, 2H,
NHCH,CO), 3.61 (t-artiges m, 3H, 4'-H), 3.56—3.42 (m, 6H, 6"-H),
342-315 (m, 9H, 2-, 3- und 5-H), 247—-239 (m, 4H,
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COCH,CH,CO), 2.25 (d, / = 8.0 Hz, 2H, 4-H von 25-HO-Chol),
21—0.9 [m mit s bei & = 1.02, 0.98 und d bei § = 0.90 (J = 6.5
Hz), 37H, H von 25-HO-Chol], 0.65 (s, 3H, H von 25-HO-Chol). —
BC-NMR (100 MHz, [D¢]DMSO): § = 171.81, 171.22, 169.02,
139.59, 122.08, 104.49, 75.18, 73.31, 73.27, 70.73, 68.80, 68.16, 67.38,
60.34, 59.68, 56.15, 55.62, 49.44, 48.62, 44.16, 42.37, 41.88, 39.20,
37.66, 36.51, 36.21, 36.12, 35.26, 31.39, 31.30, 29.70, 29.43, 29.25,
29.19, 27.83, 27.34, 23.90, 20.59, 20.27, 19.01, 18.59, 11.71. — FAB-
MS: m/z (%) = 1171 (6) [M+Na*], 1149 (4) [M+H"*], 987 (2),
969 (2), 807, (2), 753 (2), 691 (4), 663 (2), 645 (3), 551 (5), 423 (2), 385
(3), 367 (22), 279 (10), 261 (19), 239 (13), 237 (10), 217 (40), 215 (14),
181 (17), 131 (48), 109 (37), 93 (20), 91 (100).

CAS-Registry-Nummern
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