Aufbau und Untersuchung modifizierter
Neuraminsauredonoren zur regio- und
stereoselektiven Sialylierung durch Trans-

Sialidase (Trypanosoma cruzi)

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
am Department Chemie
der Fakultat fur Mathematik, Informatik
und Naturwissenschaften

der Universitat Hamburg

vorgelegt von
Andreas Schroven

aus BarRel

Hamburg 2007



1. Gutachter: Prof. Dr. J. Thiem
2. Gutachter: Prof. Dr. B. Meyer

Tag der Disputation: 19. Oktober 2007






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Marz 2005 bis August 2007 im Arbeitskreis von
Herrn Prof. Dr. J. Thiem am Institut fiir Organische Chemie der Universitait Hamburg

durchgefihrt.

Herrn Prof. Dr. J. Thiem danke ich fir die interessante Aufgabenstellung und sein stetes

Interesse am Fortgang der Arbeit



fUr Christine



Abkulrzungsverzeichnis

Ac

Ac,0

AcCl

AcOH

ATP

Bn

Bz
CMP-Neu5Ac

CTP
DANA

DBU

DC
DCM
DMAP
DMSO
EE
EtOH
GIcNAc
HPLC
LacNAc
Lsg
ManNAc
Me
MeOH
MU-OH
NBS
Neu5Ac
Neu5But
Neu5Gc
Neu5Prop
PE

PEP
PhSH
Piv

Acetyl
Essigsaureanhydrid
Acetylchlorid

Essigsaure
Adenosintriphosphat
Benzyl

Benzoyl
Cytidinmonophosphat-N-
acetylneuraminséure
Cytidintriphosphat
2,3-Dehydro-2-desoxy-N-
acetylneuraminsaure

1,4-Diaza-bicyclo[5.4.0]Jundec-7-en

Dunnschicht-Chromatogramm
Dichlormethan
4-Dimethylamino-pyridin
Dimethylsulfoxid

Ethylacetat / Essigsaureethylester

Ethanol
N-Acetylglucosamin

High Performance Liquid Chromatography

N-Acetyllactosamin
Ldsung
N-Acetylmannosamin
Methyl

Methanol
4-Methyl-umbelliferon
N-Bromsuccinimid
N-Acetylneuraminsaure
N-Butanoylneuraminséure
N-Glycolylneuraminséure
N-Propanoylneuraminsaure
Petrolether
Phosphoenolpyruvat
Thiophenol

Pivaloyl



pNP-OH

PP

PTC

RT

T.c./T. cruzi
TBA-HSO,
Tf

THF

Trt
UDP-GIcNACc
UTP

para-Nitrophenol

Pyrophosphat
Phasentransferkatalyse
Raumtemperatur

Trypanosoma cruzi
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
Triflyl

Tetrahydrofuran

Trityl
Uridindiphosphat-N-acetylglucosamin
Uridintriphosphat



I EINIEIEUNG ...ttt ettt et e et e et e et e e e e esbeesbeessbeensaessseenseensseenseensseenns 1

1.1 Vorkommen und Bedeutung von NeuraminsSauren..........ccceeeeveeecieeeeieeeenieeesveeesveeennnenn 2
1.2 Trypanosoma cruzi, Chagas-Krankheit und Trans-Sialidase........c..ccccceoervevenicnennennee. 4
1.3 Chemische Synthese sialylierter Oligosaccharide............cccoeoiieviiiniiiiiiiniieiieieeee, 8
1.4 Enzymatische Synthese sialylierter Oligosaccharide............ccevveeviieniiiiienieeieeieeen 10
W4 1) 1< 74 11 YU SRR 13
3 Sialylallolactose zur Detektion der synaptischen Fusion..........cccccoceevenieniiiinicniincnicnene 14
3.1 Darstellung von a-Methyl-allolactosid als NeuSAc-AKzeptor.........c.ccoccevveneeveniennees 17
3.2 Darstellung des NEeUSAC-DONOTS .......coiiiiiiiiiiiiiieiieeiie ettt 18
3.3 Enzymatische Ubertragung von NEUSAC ..........ccovvevevrveveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseseneseneons 19
4 Darstellung potenzieller DonorsubStrate...........ccveeiieiiieiierieeieeee et 20
4.1 Vollstindige Deacetylierung der Neuraminsdure zur spiteren Modifizierung.............. 23
4.2 Darstellung N-acylmodifizierter Donorderivate.............coocueevieniieiieniiiieeie e 26
4.3 Darstellung des N-Glycolylneuraminsaure-Donors ............cccceeevveerieeiienieeniienieeeeeene. 33
4.4 Darstellung des Azids der NeUraminSaure ..........ccveecveerieeriierieeiieenieereeseeeseeseeeeveennnes 39
4.5 Selektive Acylierung der endstdndigen OH-Gruppe........ccccveeevuvieeciveeeciieeeie e 41
5 Enzymatische UDEItragUungen ..............coeveveeveverueveeereeieeesiessesiessaesese e sesenans 43
6 NMR-spektroskopische Reaktionsverfolgung .............cccooviiiiiiiiiiiieniiniieieeeeeece e 45
T ENZYMKINELIK ....oovviiiiiiiieiii ettt ettt s e eaeeesaeebeessseesteessseesseeesseenseens 48
8 ZUSAMIMENTASSUINZ ....vveeeuviieeiieeeiieeeieeeeteeesteeesiaeeestseeesaeessseeessseeessseeessseeessseesnsseeesseessseennnns 52
O SUIMMATY ..ttt ettt s e sttt et e s et e sreesaeeeaneenaneeneens 54
10 EXperimenteller TIL........ccoeriiiiiiiiieiieie ettt et eeees 55
10.1 Allgemeine MethOden ..........cccuieiuiiiiiiiieeii ettt eveebaeeaae s 55
10.2 Allgemeine ArbeitSVOrSChITIIEN .......ccvvieiiiiiciiiecieece e 56
10.3 Spezielle ArbeitsvVOrsChriften ..........coevviriiiiiiiiiiiiiiccec e 57
11 SicherheitShINWEISE ......ceuiriiiiiiieiieteecee et 114

12 LAtEIATUT . eeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeeeeeeererereeeeeeeeeeeeeeaeaaaees 116



Einleitung

1 Einleitung

Kohlenhydrate stellen mit ihrer strukturellen Vielfalt neben den Proteinen, Nukleinsduren und

I Grundbaustein aller

Lipiden eine der vier Hauptklassen von Biomolekiilen dar."
Kohlenhydrate sind Monosaccharide. Es wird angenommen, das weltweit 200 Milliarden
Tonnen Kohlenhydrate pro Jahr durch Photosynthese aus Wasser und Kohlendioxid gebildet
werden."”! So bilden sie den mit Abstand groften Anteil an organischen Verbindungen auf der
Erde und erfiillen in zahlreichen natiirlichen Prozessen wichtige Aufgaben. Sie dienen zum
Beispiel in Form von Stirke in Pflanzen und Glycogen in Tieren als Energiespeicher, der
schnell zu Glucose abgebaut werden kann. Cellulose, das bedeutendste Biopolymer, ist
Bestandteil nahezu aller pflanzlichen Zellwiande. ATP ist ein Zuckerderivat und dient im
Korper als universelle Energiequelle. Ribose und Desoxyribose sind Teile des Grundgeriistes

der DNA. Des Weiteren sind Heterooligosaccharide Bestandteil von Zellwdnden und spielen

dort eine wichtige Rolle in Erkennungsprozessen.

Kohlenhydrate stellten lange Zeit ein schwierig zu bearbeitendes Gebiet dar. So war bis in die
Mitte des 19. Jahrhunderts lediglich die allgemeine Summenformel CsH,0¢ fiir Glucose
bekannt, die zumindest formal ein Hydrat des Kohlenstoffes nahe legte. Die Probleme lagen
in erster Linie in der anspruchsvollen Isolierung von Produkten, da hdufig schwer zu
kristallisierende Verbindungen erhalten wurden. Mit den wachsenden Moglichkeiten der
Analytik ist in den vergangenen Jahrzehnten auch das Verstindnis beziiglich der Rolle von
Kohlenhydraten in biologischen Prozessen gestiegen. Man erkannte in den 50er Jahren des
20. Jahrhunderts die zentrale Bedeutung der zahlreichen, anfangs fiir zufillig aufgebaut
gehaltenen Glycokonjugate.”! Diese sind in allen Lebewesen vorhanden und an nahezu allen
interzelluldren Prozessen beteiligt. An ihren Enden tragen diese Zelloberflichen-
Glycokonjugate hédufig Neuraminsduren, ein aus einem Grundgerlist von neun
Kohlenstoffatomen aufgebautes Saccharid, das in Form von zahlreichen Derivaten im Korper

zu finden ist.
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1.1 Vorkommen und Bedeutung von Neuraminsiuren

Neuraminsduren sind als terminale Monosaccharide Baustein vieler Glycokonjugate. Durch
ihre endstéindige Position als Bestandteil komplexerer Oligosaccharide sind Neuraminsduren
an vielen biologischen Prozessen essentiell beteiligt. Erstmals wurden sie 1941 von E. Klenk
aus Glycolipiden des Gehirns isoliert und nachgewiesen.!”! Seither sind iiber 50 natiirliche
Derivate der Neuraminsdure gefunden worden, die sich vor allem in ihren
Substitutionsmustern unterscheiden. Beispielsweise sind als N-Substituenten neben Acetyl
und Glycolyl auch Phosphoryl, Sulfonyl und Lactoyl nachgewiesen worden.”! Der
bedeutendste Vertreter, in jeder Spezies zu finden, ist die N-Acetylneuraminsiure 1

(NeuSAc).

Abb. 1: Die wichtigsten Derivate der Neuraminséure

Die Erkldarung fiir das Auftreten so vieler Derivate liegt in der Notwendigkeit einer
spezifischen Erkennung, zum Beispiel bei der Differenzierung von Zellen, aber auch bei allen
anderen interzelluldren Erkennungsprozessen. So erkennen sialinsdurebindende Lectine
(Siglecs) sehr spezifisch unterschiedliche Neuraminsdurestrukturen, die auf der ,.Zielseite*
exprimiert werden miissen. Beispielsweise bevorzugt das Siglec-2/CD22 der Maus N-
Glycolylneuraminséure 2 (Neu5Gc) gegeniiber Neu5Ac, wihrend Siglec-1/Sialoadhesin von
Mensch und Maus Neu5Ac bevorzugt.' "' Neben ihrer Funktion im Zusammenhang mit der
Zell-Zell-Erkennung haben Neuraminsduren auch maskierende Funktion. Dies wird in
Untersuchungen zum Abbau von Erythrozyten deutlich. Die auf der Oberflache an Galactose
gebundene Neuraminsdure wird experimentell durch Sialidase abgespalten und die so
behandelten Erythrozyten wieder dem Blutstrom zugefiihrt. Die auf diese Weise
,»demaskierten* Galactose-Einheiten werden durch entsprechende Rezoptoren der Leberzellen
erkannt, und die Erythrozyten innerhalb von Stunden abgebaut.*'% Die maskierende Rolle
der Neuraminsdure, insbesondere der 9-O-acetylierten Form 3, wird ebenfalls in der

Entwicklung zahlreicher Tumorzellen deutlich.!'"

2
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GD3, ein in geringen Konzentrationen in Zellen vorkommendes Gangliosid, das am
terminalen Ende zwei NeuSAc trigt, induziert zum Beispiel bei defektem Erbmaterial die
Apoptose, also den programmierten Zelltod. Hierbei spielt die Erkennung des GD3 durch
Mitochondrien eine zentrale Rolle. In Tumorzellen liegt ein erhohter Anteil der
Neuraminsdure des GD3 9-O-acetyliert vor, wodurch ihre Erkennung verhindert wird. Die
Acetylierung von Neuraminsduren versetzt die Zelle in die Lage den programmierten Zelltod
zu verhindern und trotz eines Gendefektes, der normalerweise die Apoptose auslosen wiirde,
zu wuchern. Storungen in der Biosynthese der Neuraminsdure haben entsprechend der
wichtigen Rolle drastische Auswirkungen. So ist der klassische UDP-GIlcNAc-2-Epimerase-
Knock-Out, also der Knock-Out des Schliisselenzyms der Neuraminsdurebiosynthese (Abb.

2), in der Maus schon im embryonalen Stadium letal.!'
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Abb. 2: Biosynthese von CMP-Neu5Ac als Vorldufer sialylierter Oligosaccharide

Wihrend im Serum und auf den Erythrozyten des gesunden Menschen ausschlie8lich NeuSAc
zu finden ist, wurde bereits frith herausgefunden, dass im Tierreich ein mehr oder weniger

ausgewogener Anteil an Neu5Gc in Serum und Erythrozyten vorhanden ist.!"!
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Das Fehlen der Glycolylneuraminsidure im menschlichen Korper geht auf eine Mutation des
Gens zuriick, das die CMP-Neu5Ac-Hydroxylase kodiert. Diese fand nach unseren letzten
gemeinsamen Vorfahren mit Schimpansen und Bonobos und vor dem Auftreten des
Neandertalers statt.!"" Da diese signifikante Verinderung als einer der wichtigen Schritte der
Evolution des Menschen angesehen wird, werden grofle Anstrengungen unternommen den

genauen Zeitpunkt der Mutation zu bestimmen.

Affenart Erythrozyt Serum

Orang-Utan | Neu5Gc+++; NeuSAc+ | Neu5Ge+; NeuSAc+++

Schimpanse | NeuSGce+++; NeuSAct | NeuSGe+; NeuSAc+++
Gorilla Neu5Ge+++; NeuSAc+ | Neu5Ge+; NeuSAc+++
Lemur Neu5Gce; NeuSAc Neu5Ge+++; NeuSAc+
Rhesusaffe | Neu5Ge+++; NeuSAc+ | NeuSGe+++; NeuSAc+

Tabelle 1: +++ = vorwiegend; + = in geringer Menge

NeuSGe lasst sich entgegen der beschriebenen Mutation auch in humanen Tumorzellen in
grofleren Mengen nachweisen. Es werden in diesem Zusammenhang mehrere Theorien
diskutiert. Sehr spekulativ ist eine ,,Reaktivierung® der CMP-Neu5Ac-Hydroxylase. Moglich
ist auch eine Aufnahme iiber die Nahrung, Spaltung durch entsprechende Sialidasen und
anschlieBenden Einbau in der Tumorzelle.!"”! Diese Tatsachen machen Neu5Gc zu einem

interessanten Molekiil fiir zahlreiche Untersuchungen.

1.2 Trypanosoma cruzi, Chagas-Krankheit und Trans-Sialidase

Trypanosomen gehdren zur Gruppe der geilleltragenden Protozoen und kommen als Parasiten
in Kalt- und Warmbliitern vor. Verbreitungsgebiete sind vor allem Tropen und Subtropen.
Trypansoma brucei, der Erreger der Schlafkrankheit, findet sich hauptséchlich in Afrika,
wahrend Trypansoma cruzi, der Erreger der Chagas-Krankheit (Amerikanische
Trypanosomie), in Siid- und Mittelamerika beheimatet ist. Die Chagas-Krankheit, benannt
nach Carlos Chagas, der sie 1909 als erster beschrieb, gehort zu den fiinf groBen
Tropenkrankheiten.[w] Laut WHO sind ca. 11 Mio. Menschen, hauptsichlich in Siidamerika,
infiziert. Es wird zwischen dem akuten und dem chronischen Stadium unterschieden. Im

akuten Stadium, in der sich ca. zehn bis zwanzig Tage nach der Infektion erste Symptome
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zeigen, kommt es hdufig zu Miidigkeit, Fieber und Schwellungen an der Infektionsstelle,
meistens am Auge. Bei Kindern kann es zu gefihrlichen Hirnschwellungen kommen. Im
chronischen Stadium sind vor allem das Nervensysten, Herz und der Darm betroffen. Die
Krankheit fiihrt innerhalb von zehn bis zwanzig Jahren zur VergroBBerung und Schiadigung des
Herzmuskels. Im Gastrointestinaltrakt kann es zu starken Aufweitungen des Darmes und der
Speiserohre kommen. Unbehandelt verlduft die Krankheit todlich. Das Infektionsrisiko ist
stark von den Lebensbedingungen abhingig und kann durch gezielte Insektenbekdmpfung
minimiert werden.

Die Chagas-Krankheit wird hauptséchlich durch Raubwanzen als Vektoren iibertragen. Diese
hinterlassen beim Stich Kot auf der Haut. Die Trypanosomen gelangen durch Reiben von
Schleimhduten, zum Beispiel am Auge, in den Wirt. Nach Eindringen in den Wirt wird
Neu5Ac mit Hilfe der Trans-Sialidase des Pathogens auf die Zelloberfliche der
Trypanosomen iibertragen, wodurch sich diese der Erkennung durch das Immunsystem

entziehen.['” ¥

Abb. 3: Sialyllactose im Komplex mit Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzit'”

Die epimastigote Form von 7. cruzi tragt keine Trans-Sialidase und befindet sich im mittleren
Darm des Vektors. Erst im unteren Darm wandelt sie sich in die trypomastigote Form um, die

nun Trans-Sialidase exprimiert. Die verschiedenen Formen lassen sich anhand der Position
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der Geiflel zum Zellkern und ihrer Linge unterscheiden. Bei der trypomastigoten Form
befindet sich die Geif3el hinter dem Zellkern, bei der epimastigoten Form vor dem Zellkern,
bei der amastigoten Form ist die Geilel kaum zu erkennen. Auf Grund ihrer wichtigen
Funktion bei der Infektion wurden Versuche zur Kristallisation und Strukturaufkldrung der
Trans-Sialidase unternommen. Man fand heraus, dass sich das Protein in zwei ausgeprigte
Strukturen gliedert. Zum einen in einen katalytisch aktiven N-terminalen S-Propeller und zum

(20-22] 7 Hschst gelang es, Sialidase aus

anderen in eine C-terminal Lektin-dhnliche Doméne.
Trypanosoma rangeli zu kristallisieren und aus der Struktur erste gesicherte Riickschliisse auf
den Transfer durch T.c. Trans-Sialidase zu ziehen.”*! 2002 gelang die Kristallisation von T.c.
Trans-Sialidase in Komplex mit 2,3-Dehydro-2-desoxy-N-acetylneuraminsiure (DANA).*"!
Abbildung 3 zeigt das katalytische Zentrum der 7.c. Trans-Sialidase mit den an der Reaktion

beteiligten Aminoséuren sowie Sialyllactose als Substrat (Michaelis-Komplex).!""!

®
HO  OH L0°-- HoN
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HO AQ
¢
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HO OH HO OH
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HO' (0] OH HO'™ (6] O-R'
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Abb. 4: Enzymatische Transglycosylierung am Beispiel von T.c.-Trans-Sialidase

Mit Hilfe der Kristallstrukturen lieB sich der Mechanismus der enzymatischen NeuSAc-

Ubertragung durch Trans-Sialidase von T.c. weitgehend kliren. Die Trans-Sialidase aus 7. c.
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gehort zur Familie der Sialidasen (Hydrolasen), zeigt aber in Gegenwart geeigneter
Akzeptormolekiile ausschlieSlich Transferase-Aktivitit.** ) Neu5Ac wird in der katalytisch
aktiven Doméne durch Args;4 an der Sdurefunktion ionisch und durch Aspos an der Amid-
Funktion {iber Wasserstoffbriicken gebunden, wihrend die lactosidische Gruppe des
Oligosaccharides durch hydrophobe Wechselwirkungen mit Tyr;;9 und Trp;;s ,,geklammert*
wird (Abb. 3).%% Der kationische Ubergangszustand wird iiber Wechselwirkungen mit Tyrss,
stabilisiert (Abb. 4).1%27- 28

Geeignete Akzeptorsubstrate sind lediglich f-Galactose oder Oligosaccharide mit terminal
gebundener f-Galactose, da T.c. Trans-Sialidase ausschlieBlich a(2-3)-Bindungen zwischen
Neuraminsadure und Galactose erkennt. Bindet ein Donorsubstrat an das Protein, so verdndert
es seine Konformation in einer Art die es einem geeigneten Akzeptorsubstrat ermoglicht
ebenfalls an das Enzym zu binden.””! Die Bindung des Akzeptors erfolgt sehr exakt. Dies
macht sich in der auBlerordentlichen Regioselektivitit der Transferreaktion auf das C-3 der
Galactose bemerkbar. Die meisten Sialidasen, die unter geeigneten Bedingungen auch zum
Transfer von NeuS5Ac genutzt werden, bilden neben einem Hauptprodukt weitere

Regioisomere."*"!

Trotz detaillierter Kenntnisse des Ubertragungsmechanismus ist es bis heute nicht gelungen
Inhibitoren der Trans-Sialidase zu finden. Bereits 1969 wurde als Inhibitor der Sialidase des
Influenza Virus das Glycal der Neuraminsiure 5 (Neu5Ac2en) vorgeschlagen.P!: 2
Aufbauend auf dieser Erkenntnis wurden mittlerweile kommerziell erfolgreiche Wirkstoffe,
wie zum Beispiel Tamiflu®, gegen das Influenza-Virus auf Basis von Neuraminidase-

B3] Diese mimikrieren den Oxocarbenium-Ubergangszustand der

Hemmern entwickelt.
Ubertragung und blockieren so das Protein. Dieser Ansatz zeigt trotz der ausgeprigten
Verwandtschaft zu den Sialidasen kaum Wirkung. So zeigt NeuSAc2en bei T.c. Trans-
Sialidase im Vergleich mit Influenza-Sialidase erst bei ca. 100facher Konzentration leichte
Inhibierung. Dies kann zum einen an der Ausrichtung von Neu5Ac in der Bindungstasche
relativ zum Protein liegen, die sich von der in Sialidasen wesentlich unterscheidet. Zum
anderen fehlt den Sialidasen die ,,lactose binding site* der Trans-Sialidase, die erst durch die
Bindung von Neu5Ac an das Protein aus Tyr19 und Trps;» gebildet wird.*¥ Diese Tatsache
scheint die Einbeziehung potentieller Akzeptorstrukturen in Strategien zur Entwicklung von
Inhibitoren notwendig zu machen. Ausgehend vom Wissen um die ,,lactose binding site*

]

wurden Versuche zur Inhibierung durch Lactitol durchgefithrt.®?* Das Ergebnis einer

Inhibierung durch Sialyllactitol steht aber im Gegensatz zur Tatsache, das Sialyllactitol als ein
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Donorsubstrat der Trans-Sialidase aus T.c. identifiziert wurde.’™ Es scheint sich bei diesen
Ergebnissen also eher um eine Konkurrenz zwischen Lactitol und anderen eingesetzten
Verbindungen zu handeln, in der Lactitol die bevorzugte Akzeptorstruktur darstellt und

dadurch die Sialylierung anderer Oligosaccharide verhindert.

1.3 Chemische Synthese sialylierter Oligosaccharide

Zur Untersuchung der Rolle unterschiedlicher Neuraminsdurederivate in biologischen
Prozessen ist der Zugang zu groferen Mengen ihrer Glycoside von erheblicher Bedeutung.*
Die chemische Darstellung von Oligosacchariden wurde erst durch die Koenigs-Knorr-
Methode ermoglicht, bei der Glycosylhalogenide mit geeigneten nucleophilen Gruppen in
Gegenwart von Schwermetallsalzen verkniipft werden.””! Koenigs et al. stellten nach ihrer
Methode 1901 zunichst einfache Glycoside von Monosacchariden dar, legten damit aber den
Grundstein fiir stereoselektive Oligosaccharidsynthesen. Mit dem wachsenden Interesse an
Glycosiden, auch von so seltenen Zuckern wie Sialinsduren, wuchs die Anzahl an
effizienteren Glycosylierungsmethoden.*® Glycosidische Bindungen der Sialinsduren wurden
im Allgemeinen durch die Reaktion eines vollstindig geschiitzten und aktivierten
Sialinséduredonors, der eine Abgangsgruppe am anomeren Kohlenstoff enthélt, mit einem
entsprechend geschiitzten Akzeptor, der lediglich eine freie OH-Gruppe besitzt, gekniipft. Der
Substituent an der zum anomeren Kohlenstoff benachbarten Hydroxyfunktion des Donors hat
dabei einen wesentlichen Einfluss auf die Stereoselektivitdt der Reaktion. Die Abwesenheit
jeglicher dirigierender Gruppen am benachbarten Kohlenstoffatom des anomeren Zentrums
von Sialinsduren erschwert in Folge dieser Tatsache eine gewiinschte stereoselektive

36- 39 Dag als Intermediat gebildete Carbeniumion geht in Folge einer 2,3-

Glycosylierung.!
Eliminierung unter Abspaltung eines Protons leicht in das Glycal 5 {iber und wird so bei
modifizierten Koenigs-Knorr-Glycosylierungen als Nebenprodukt gefunden.[***?! Aus diesen
Griinden wurden Versuche mit ungewohnlichen Abgangsgruppen und Promotoren
durchgefiihrt. Verkniipfungen, die in einem direkten Syntheseschritt zum Glycosid fiihren,
werden in diesem Zusammenhang als ,,direkte Methoden® bezeichnet. Als Promotoren
werden unter anderem Ag,CO; (Koenigs-Knorr) und Hg(CN),/HgBr, (Helferich) verwendet,
wobei die Wahl des Promotors erheblichen Einfluss auf Ausbeute und Stereoselektivitit
hat.** * Bei zwei Reaktionen mit identischem Donor und Akzeptor kénnen bei Verwendung

zweier  unterschiedlicher =~ Promotoren  vollig  verschiedene =~ Ausbeuten  und

Anomerenverhiéltnisse erhalten werden.
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Abb. 5: Abhingigkeit der Produktverteilung vom Promotor!*> ¢!

Der Einfluss verschiedener Reaktionsbedingungen wird in Abb. 5 an den oben genannten
Reagenzien verdeutlicht. Einen weiteren Ansatz fiir stereoselektive Glycosylierungen stellen
die ,,indirekten chemischen Methoden* dar. Hier wird am benachbarten C-3 oder C-1 eine
Funktion eingefiihrt, die einen Nachbargruppen-Effekt auf C-2 ausiibt.*”! Auf diese Weise ist
es moglich, den Angriff von einer Seite sterisch zu verhindern und so ein Anomer zu
bevorzugen. Das Prinzip dieser Methoden wird in Abb. 6 verdeutlicht. Das abgebildete 2,3-
Dehydro-Derivat 5 ldsst sich in hohen Ausbeuten durch 2,3-Eliminierung, wie bereits oben als

Nebenreaktion von  Glycosylierungen  berichtet, aus dem  Methylester  der

Acetochlorneuraminsdure 4 darstellen und dient als Ausgangsverbindung fiir die Einfiihrung
48]

zahlreicher dirigierender Gruppen.!

Abspaltung von Y
AcO OAc COOMe X = Abgangsgruppe
MOR Y = Substituent mit Nachbargruppeneffekt
AcHN

AcO

Abb. 6: Taktik bei stereoselektiven Glycosylierungen nach der ,,indirekten chemischen Methode*!**!
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1.4 Enzymatische Synthese sialylierter Oligosaccharide

In den vergangen Jahrzehnten haben sich enzymatische Synthesekonzepte in der Chemie
immer weiter durchgesetzt. Der Einsatz von Enzymen zur stereco- und regioselektiven
Kniipfung glycosidischer Bindungen birgt zahlreiche Vorteile gegeniiber den klassisch
chemischen Methoden. Neben der Vermeidung giftiger und umweltschddigender Substanzen
liegt ein groBer Vorteil in der hohen Selektivitit enzymatischer Oligosaccharidsynthesen.
Durch geeignete Wahl des Proteins ldsst sich die Bildung von Stereo- und
Regioisomerengemischen ohne aufwendige Schutzgruppenstrategie ausschlieBen. Daher
lassen sich die Produkte hdufig durch einfache GroBenausschlusschromatographie reinigen.

Zur Synthese sialylierter Oligosaccharide lassen sich sowohl Sialidasen als auch
Transsialidasen einsetzen. Sialidasen hydrolysieren in vivo glycosidische Bindungen der
Neuraminsdure, sind aber unter geeigneten Bedingungen auch in der Lage solche zu kniipfen.
Dies ist der Fall wenn geeignete Akzeptormolekiile, zum Beispiel durch entsprechend hohe
Konzentrationen, gegeniiber Wasser bevorzugt an das Glycosid herangefiihrt werden und so

das Intermediat der Hydrolyse nucleophil abgefangen werden kann, 3% 4% 3¢

HO  OH ROH pNP-OH o  op
COOH \ : L%OH
oo HO'" O OR
AcHN Q O ( > NO, AcHN
HO HO

6 Transglycosylierung
H,0 \ H,O0
Hydrolyse

/ HO OH
OH
pNP-OH

—— > HO'" 0 COOH
AcHN

Reverse

Hydrolyse Hydrolyse

ROH

Abb. 7: Reaktionsschema der Transglycosylierung durch Sialidasen

Entsprechend dem thermodynamischen Ansatz kann die Substratkonzentration erhoht werden,
bis sich iiber die ,,Reverse Hydrolyse* das Glycosid bildet. Entscheidend ist hier eine hohe
Akzeptorkonzentration und eine in Grenzen erhéhte Temperatur. Eine weitere Moglichkeit

der thermodynamischen Kontrolle bietet sich in der Entfernung des Glycosids aus der
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Reaktionslosung, wodurch das Gleichgewicht auf die Seite der Glycosidbildung gezogen
werden kann.%

Bei der kinetisch kontrollierten Transglycosylierung werden aktivierte Derivate, wie zum
Beispiel p-Nitrophenylglycoside, verwendet. Da auch das Glycosylierungsprodukt
hydrolysiert werden kann, ist es erforderlich, die Reaktion im Maximum der Produktbildung
abzubrechen, da sonst die Ausbeute auf die der Gleichgewichtskonzentration der reversen
Hydrolyse zuriickfallt. Die Produktverteilung ergibt sich aus dem Gleichgewicht zwischen der
Hydrolyse des aktivierten Glycosids, des Transglycosylierungsproduktes, sowie der reversen

51, 52

Hydrolyse.! I Ein typisches Reaktionsprofil, das im Rahmen der vorliegenden Arbeit

HPLC-chromatographisch nach einer modifizierten Vorschrift von Bergh et al. aufgenommen

wurde,¥ ist in Abbildung 8 zu sehen.
pNP-OH
1,0 = =
pNP-NeuSAc
0,8
NeuSAc
0,6
0,4 1
NeuSAc-a(2-3)-GaloOMe
S Y——
0,2 1
Neu5Ac-a(2-6)-GalaOMe
—A—
0,0 T T T T = T .'I
0 500 1000 1500 2000 2500

Abb. 8: Normierter Umsatz in zeitlicher Abhéngigkeit [min]

Dargestellt ist die Transglycosylierung der Neuraminsdure von pNP-NeuSAc auf Methyl-a-
D-galactopyranosid mit Hilfe von Sialidase aus Salmonella typhimurium, einem Ausloser der
humanen Gastroenteritis.>* Das typische Durchlaufen eines ,,Produktmaximums®, an dem die

Reaktion abgebrochen werden sollte, ist hier bei ca. 1500 min zu erkennen. Die Ausbeute an

11
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diesem Punkt betrdgt ca 30 %. Des Weiteren bilden sich zwei Regioisomere bestehend aus
dem Hauptprodukt mit ou(2-3)- und dem Nebenprodukt mit (2-6)-Verkniipfung.

Im Gegensatz zu Hydrolasen ist der Einsatz von Transferasen nicht auf eine Ausbeute
beschriankt, die sich durch das Gleichgewicht aus Transglycosylierung, reverser Hydrolyse
und Hydrolyse ergibt. Diese lassen sich in Transferasen des Leloir und des Non-Leloir Typs
unterteilen. Leloir-Transferasen setzen Glycosylester von Nucleosidmono- und diphosphaten
um, wihrend Non-Leloir-Transferasen die entsprechenden Phosphate als Substrat

[55, 56

umsetzen. ] Sialyltransferasen gehdren zum Leloir-Typ und akzeptieren CMP-NeuSAc in

vitro und in vivo als naturliches Substrat.

NH,
AN
) N
0 |
|
HO OH O/E\O N/go
0
HO™ 0 O
AcHN COOH
HO OH OH

Abb. 9: CMP-Neu5Ac

CMP-NeuSAc stellt die einzige natiirliche Verbindung einer Sialinsdure dar, die als f-
Anomer vorliegt. Damit ist sie im Organismus vor dem Abbau durch a-spezifische Sialidasen
geschiitzt. Fiir die Anwendung von Sialyltransferasen stellt die schwere Zugédnglichkeit des
teuren und instabilen CMP-Neu5Ac ein Problem dar. Des Weiteren wirkt freies CMP als
Inhibitor der Sialyltransferase. Daher wurden Multienzym-Synthesen entwickelt, in denen
CMP-Neu5SAc in situ regeneriert werden kann und auf diese Weise zu hohe Konzentrationen
von CMP in der Reaktionslésung vermieden werden. Zudem reicht der Einsatz von
katalytischen Mengen CMP-Neu5Ac.”” "

Trans-Sialidasen vereinen sowohl die Vorteile von Sialidasen als auch von Sialyltransferasen
bei der Ubertragung von NeuSAc. Zum einen besitzen sie, wie Sialidasen, eine hohe Toleranz
gegeniiber potenziellen Donorstrukturen. Daher konnen leichter zugidngliche Verbindungen
als CMP-Neu5Ac zur Ubertragung eingesetzt werden. Zum anderen bieten sie die
Moglichkeit hohe Ausbeuten zu erzielen, da sie in Anwesenheit geeigneter Akzeptor-

Verbindungen das Produkt nicht hydrolysieren.* ¢!

12
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2 Zielsetzung

In den vergangenen Jahrzehnten hat das Verstindnis interzelluldrer Prozesse stetig
zugenommen. Man erkannte dabei die fundamentale Bedeutung sialylierter Glycoproteine
und etablierte zahlreiche Synthesen zur Darstellung solcher Oligosaccharide. Neben klassisch
chemischen Methoden, die {iber komplexe Schutzgruppenchemie das Auftreten
unerwiinschter Stereo- und Regioisomere zu vermeiden suchen, gelangten in den vergangen
Jahren enzymatische Strategien in den Blickpunkt der organischen Synthesechemie. Etabliert
haben sich hier vor allem Sialidasen und Sialyltransferasen zur Kniipfung glycosidischer
Bindungen der Neuraminsdure. Die Vermeidung aufwendiger und ausbeutemindernder
Schutzgruppenchemie geht aber mit dem Nachteil relativ geringer Ausbeuten bei der
Sialylierung mit Sialidasen und der schlechten Verfiigbarkeit des teuren bzw. aufwendig zu
regenerierenden CMP-Neu5SAc beim Einsatz von Sialyltransferasen einher.

Transsialidasen vereinen die Vorteile beider Enzymtypen ohne deren Nachteile. Sie gehoren
zur Familie der Sialidasen, weisen also deren hohe Toleranz gegeniiber modifizierten
Donorsubstraten auf, zeigen aber in Gegenwart geeigneter Akzeptorstrukturen keine
Hydrolyse der Produkte. Fiir den Einsatz in der organischen Synthese ist die Verfiigbarkeit
des Enzyms in relativ grolen Mengen und in hoher Reinheit notwendig. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendete Trans-Sialidase aus 7. cruzi wurde am Institut fiir Biochemie
der Universitdt Hamburg durch Dr. Patrick Ziegelmiiller rekombinant aus E. coli exprimiert.
Die Vorschrift zur Expression und der Klon stammen aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr. C.
Frasch.[** ¢!

Bereits in fritheren Arbeiten zeigte 7.c. Trans-Sialidase Toleranz gegeniiber Derivatisierungen
der lactosidischen Akzeptorstruktur sowie gegeniiber Kettenverkiirzungen der Neuraminsdure

auf der Donorseite.[®> !

Aufbauend auf diesen Arbeiten liegt der Schwerpunk der
vorliegenden Arbeit auf der Darstellung potenzieller Donorderivate der Trans-Sialidase aus 7.
cruzi auf Basis p-Nitrophenyl-aktivierter Neuraminsdure, insbesondere Derivatisierung des N-
Substituenten der Neuraminsdure. Hierbei wird zum einen die Eignung von T.c. Trans-
Sialidase zur enzymatischen Darstellung derivatisierter Neuraminsidure-Oligosaccharide
ermittelt. Zum anderen lassen sich aus den Ergebnissen weitere Riickschliisse zur Reaktivitét

des Proteins ziehen. Diese erleichtern unter Umstinden die Suche nach geeigneten Inhibitoren

der Trans-Sialidase.
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3 Sialylallolactose zur Detektion der synaptischen Fusion

Der Synaptische-Vesikel-Zyklus:
Bei der synaptischen Transmission werden mit hoher Geschwindigkeit Informationen von

einer Nervenzelle auf eine andere Ubertragen. Ein entscheidender Vorgang ist dabei der

Zyklus synaptischer Vesikel (Abbildung 10).1% ¢

Docklng

Prlmlng Endocyto;% —
. @ a‘Q
| -

‘:

Abb. 10: Synaptischer Vesikel-Zyklus

Die mit der Plasmamembran fusionierten Vesikel werden nach der Transmitterausschiittung
in die Priasynapse zuriickgefiihrt. Dabei werden die Vesikel durch vesikuldres Synaptotagmin
und einem Adapterprotein mit einem Clathrinmantel umhiillt.!®” AnschlieBend werden die
Vesikel durch die GTPase Dynamin von der Vakuolenmembran getrennt und der
Clathrinmantel abgespalten.” Nach der Transmitterbeladung im Zytosol stehen die Vesikel
einer erneuten Exocytose, bei der es zur Fusion zwischen Plasmamembran und Vesikel
kommt, zur Verfiigung.'®® Ein gesamter Zyklus dauert weniger als eine Minute, wobei die
Exozytose weniger als 1 ms, die Endozytose ca. 5 s und die Regeneration der Vesikel die

restliche Zeit beansprucht.[* 7!

IPTG und Allolactose als Induktor des lac-Repressors:
Das  Lactose-Repressor-Protein  reguliert die  Synthese von  Enzymen  des

Lactosemetabolismus. Der Repressor bindet an bestimmte Sequenzen des Genoms, dem

14
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Operator, und verhindert so die Synthese der mRNA. In der Gegenwart von Induktor-
Molekiilen verdandert das Protein seine Konformation und die Affinitdt des Repressorproteins
zur DNS wird gesenkt. Dabei wird die Promotor-Region fiir die Bindung der RNA-
Polymerase freigegeben und es erfolgt die Transkription des Genoms. Der natiirliche Induktor
des Lactose-Operons ist Allolactose 8. Als kiinstlicher Induktor wird héufig Isopropyl-f-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) 7 eingesetzt, da es nicht im Lactosemetabolismus abgebaut wird

und daher seine Konzentration konstant bleibt./”'”"*

HO OH
OH
0 Hogg/o
HO S HO o
OH 7/ HO
7 8

Abb. 11: Kiinstlicher und natiirlicher Induktor des /ac-Repressors

MRS zur Detektion molekularer Wechselwirkungen:
Heute konnen sehr einheitliche magnetische Nanopartikel mit definierter Oberfléche
hergestellt werden, an die sich kovalent Oligonucleotide, Nukleinsduren, kleine Molekiile,

74711 7ur Messung der Wechselwirkungen

Peptide und Rezeptorliganden binden lassen.
zwischen groBen Molekiilen konnen Nanopartikel, die aus einem ca. 3 nm grof3en colloidalen
superparamagnetischen Eisenoxidgertist bzw. ,,superparamagnetic iron oxide particle® (SPIO)
umgeben von einer Epichlorhydrin gebundenen aminierten Dextranhiille bestehen, verwendet
werden. Es ergeben sich PartikelgoBen von 45+4 nm.[”®! Bei der Selbstanordnung solcher
nanomagnetischen Partikel in wéssrigem Medium zu grof3eren Einheiten steigt die Effizienz,
mit der das superparamagnetische Eisenoxidgeriist eines einzelnen Partikels die Spin-Spin-
Relaxationszeiten (T,) der Protonen des umgebenden Wassers erhoht.””) Die Nanopartikel
bilden also einen ,,Magnetic-Relaxation-Switch* (MRS). Die veridnderten Relaxationszeiten

konnen mit Hilfe von NMR- und ,,Magnetic Resonance Imaging“-Technik (MRI) bestimmt

werden.

Verfolgung der synaptischen Vesikelfusion mit Hilfe der MRI-Technik:
In den Vesikeln wird Sialidase exprimiert, die neben den Transmittern bei der Fusion mit der
prisynaptischen Membran in den synaptischen Spalt entlassen wird.””’ Hier soll Neu5Ac

maskierte Allolactose durch Hydrolyse der glycosidischen Bindung von NeuS5Ac zum
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natiirlichen Induktor umgesetzt werden, der die sofortige Dissoziation von lac-Repressor und
DNA bewirkt. Als Kontrastmittel bei der Verfolgung der synaptischen Vesikelfusion dienen
sowohl an den lac-Repressor als auch and den Operator gebundene SP1Os (Abb. 12).

Exocytose
Sialidase Galactosidase
Turnover: 2700/sec Turnover: 95/sec
> - >
Induktor

Abb. 12: Verfolgung der synaptischen Vesikelfusion iiber die Dissoziation von /ac-Repressor und DNS

Die Dissoziation der gebundenen SPIOs bewirkt eine Verdnderung der Spin-Spin-
Relaxationszeiten des umgebenden Mediums, die durch MRI detektiert werden kann. Die
Allolactose wird im Anschluf3 durch entsprechende Galactosidasen gespalten, wodurch sich
der Ausgangszustand wiederherstellt. Dies wire bei Einsatz von ITPG nicht der Fall. Eine
solche Technik wiirde es ermoglichen synaptische Aktivitdt zu detektieren und lieBe sich auf
andere Gebiete ausweiten. Zur Umsetzung dieses am Massachusetts Institute of Technology

(Department of Brain & Cognitive Sciences) entwickelten Konzeptes wurde im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit auf chemoenzymatischem Weg a-Methyl-sialylallolactosid 9 als

maskierter Induktor des lac-Repressors dargestellt.

HO OH

COOH
OH
HO™ 0 0
AcHN 0 HOO 0
HO HO
OHOH HO

9 OMe

Abb. 13: Neu5Ac-maskierter Induktor des Lactose-Operons

Die Synthese des a-Methylglycosides an Stelle des Anomerengemisches erleichtert die
notwendigen Reinigungsschritte, da jeweils einheitliche Produkte als Zwischenstufen an
Stelle von Anomerengemischen erhalten werden. Da im Fall des IPTG der Isopropyl-Rest an
Stelle der Glucose durch den Repressor erkannt wird ist kein Einfluss der zusitzlichen

Methylgruppe auf die Induktoraktivitit der Allolactose zu erwarten.

3.1 Darstellung von a-Methyl-allolactosid als Neu5Ac-Akzeptor

Fiir die Synthese des Neuraminsdureakzeptors wurde die Trichloracetimidatmethode nach
Schmidt et al. gewdhlt.®*™ Nach dieser Methode werden Saccharide als O-
Glycosyltrichloracetimidate aktiviert. Ausgehend vom Anomerengemisch der peracetylierten
Galactose 100/10B wurde wunter Abspaltung der anomeren Acetylgruppe durch
Ammoniumcarbonat das Tetraacetat 11 erhalten. Die Aktivierung zum a-Trichloracetimidat
12 erfolgte unter Einwirkung der starken Base DBU mit Trichloracetonitril in DCM. Die
Synthese des an 6-OH-freien Derivats 16 erfolgte ausgehend von Methyl-a-D-glucopyranosid
(13) durch Tritylierung mit Triphenylmethylchlorid in Pyridin in einer Ausbeute von 86 %.
Die Benzoylierung der verbleibenden OH-Gruppen wurde in Pyridin unter katalytischer
Zugabe von DMAP mit Benzoylchlorid in einer Ausbeute von 54 % durchgefiihrt. Die
Abspaltung der extrem sdurelabilen Tritylgruppe erfolgte durch Ldsen in 90 %iger
Trifluoressigsdure innerhalb weniger Minuten. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
wurde Verbindung 16 in 88 %iger Ausbeute erhalten. Der Galactosedonor 12 und das
Akzeptorsubstrat 16 wurden mit Hilfe des Promotors TMS-OTf in DCM in einer Ausbeute
von 45 % zum peracylierten Disaccharid 17 umgesetzt. Die Abspaltung der Acylgruppen
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erfolgte mit Ammoniak in Methanol. Verbindung 18 konnte in einer Ausbeute von 66 %

isoliert werden.!!

AcO OAc
¢ o o og © OTrt
AcO HO — Hgo % _
AcO OAc HO
10 ¢ (a) 13 OMe 14 HO e
(d)
OAc
AcO o OH (e) OTrt
AcO B%(;(T&‘ S B%O 0 -
AcO z0
11 OH 0
BZOOM
¢(b) P OOMe
AcO OAc R20 OR2
o) () o
ACOA—S > RzogA2 _0
12 0._CCl R*Or10 0
R'O
l
NH RIOSy 1o

17R'=Bz; R* = Ac
(2) ‘
18R'=R?=H
Abb. 14: Darstellung des Allolactosids 18 zur enzymatischen Sialylierung: a) (NH,),CO;, DMF; b) DBU,

Trichloracetonitril, DCM; c) TrtCl/Py, 40 °C; d) BzCl/Py, RT; ¢) 90% CF;COOH, 0 °C; f) TMS-
OT{/DCM, -20 °C; g) 10 % NH;/MeOH, RT

3.2 Darstellung des Neu5Ac-Donors

Die Darstellung der pNP-aktivierten Neuraminsdure 6 erfolgte nach der bewihrten Methode
von Rothermel et al. ausgehend von Neu5Ac 1.% Durch Losen von Neu5Ac 1 in Methanol
unter Zugabe des Ionentauschers Amberlite IR 120 (H") wurde der Methylester der N-
Acetylneuraminsdure 19 in 82 % Ausbeute gewonnen. Die Peracetylierung von 19 durch
Essigsdureanhydrid in Pyridin lieferte das Anomerengemisch des peracetylierten
Neuraminsduremethylesters 200/208 in 95 %iger Ausbeute in einem Anomerenverhiltnis von
1/3. Kuhn et al. erhalten an dieser Stelle neben dem Anomerengemisch auch das Tetraacetat,
das eine freie OH-Gruppe an C-2 trigt. Diese konnte im 'H-NMR hier jedoch nicht als
Bestandteil des Produktgemisches nachgewiesen werden. Die Aktivierung der Neuraminsiure

zum Glycosylchlorid wurde nach Kuhn et al.*”

in Acetylchlorid unter Zugabe geringer
Mengen Methanol durch HCI in 95 %iger Ausbeute durchgefiihrt. Entgegen der Literatur,

nach der das Chlorid des peracetylierten NeuSAc-Methylesters nur sehr kurze Zeit zu lagern
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war, erwies sich 4 als iiber Monate hinweg stabil. Die Glycosylierung mit pNP-OH wurde in
einem Zweiphasensystem bestehend aus DCM und 1 M NaOH unter starkem Riihren
durchgefiihrt und lieferte innerhalb von zwei Stunden das pNP-Glycosid der Neuraminséure
21 in 55 %iger Ausbeute ausschlieBlich als a-Anomer. Die Abspaltung der O-Acetylgruppen
erfolgte nach Zemplén et al. in Methanol mit Natriummethanolat mit einer Ausbeute von
61 % und die Verseifung des Methylesters 22 gelang durch Losen in 0.1 M NaOH innerhalb

einer halben Stunde und lieferte den Neuraminsduredonor 6 in quantitativer Ausbeute.

HO OH HO OH AcO  OAc
OH 82 % OH 95 % OAc
HO'™ 07 ~COOH > HO™ 07/ ~COOMe AcO" 07*COOMe
AcHN @ AcHN () AcHN
HO HO AcO
1 19 200/
95% | (¢
AcO OAc AcO OAc
COOMe 55 % \—wi
— AcOW - AcO'” 0 COOMe ~«—
AcHN Q OONOZ d AcHN
ad (d) AcO
4
61% | (e)

HO  OH HO  OH
COOMe 99 9 COOH
— HO"™ —_— HO
AcHN Q 04<j>7N02 ) AHN 0/™o NO,
HO HO
22 6

Abb. 15: Darstellung des NeuSAc-Donors 6: a) MeOH/H", RT; b) Ac,O/Py, RT; ¢) AcCl/MeOH, RT; d) TBA-
HSO,/1 M NaOH/DCM/pNP-OH, RT; ¢) NaOMe/MeOH, RT; f) 0.1 M NaOH

3.3 Enzymatische Ubertragung von NeuSAc

Die Verwendung von Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi findet seit den 90er Jahren des
vergangen Jahrhunderts Anwendung in der Synthese sialylierter Lactosederivate und ist auch

[62. 63, 88, 89) 1y ersten

im hiesigen Arbeitskreis zur Darstellung solcher Verbindungen etabliert.
Versuchen erfolgte die Inkubation mit relativ geringen Donorkonzentrationen (ca.
20 pmol/mL) und einem leichten UberschuB von 1.1 Aquivalenten des Akzeptors bei einem
pH-Wert von 6.9 (Cacodylat/HCI-Puffer) und einer Temperatur von 37 °C.°” Die
Enzymaktivitit ist stark abhdngig vom verwendeten Puffer (pH-Wert), den

Akzeptorstrukturen und der Inkubationstemperatur. Im Verlauf weiterer Untersuchungen
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stellte sich heraus, dass sich die Ausbeute durch Modifikationen der Inkubationsbedingungen

steigern lassen.”"!

HO OH 6
COOH

0 HO COOH
HO 0 wc Trans- Slahdase .
HO HO
HO 0 AcHN K HO&ﬁ
0

HO OH0OH

18 OMe /©/ 0,
HO

Abb. 16: Enzymatische Ubertragung von Neu5SAc auf a-Methyl-allolactosid 18

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde unter Annahme der Akzeptanz der [A(1-6)-
Verkniipfung auf Akzeptorseite die Inkubation mit 25 pmol Donor und 35 umol Akzeptor in
1 mL Tris-HCI-Puffer bei pH = 7.5 und einer Temperatur von 37 °C unter Zugabe von 80 puL
Enzymlosung (1.3 mg Enzym/mL) fiir 24 h durchgefiihrt. Nach gréBenausschluss-
chromatographischer Reinigung konnte 9 in einer sehr guten Ausbeute von 87 % erhalten
werden. Allolactose stellte sich damit als besserer Akzeptor als alle zuvor getesten Derivate
heraus. Der Grund hierfiir konnte die erhohte Flexibilitdt einer A(1-6)-Verkniipfung

gegeniiber einer 4(1-3)-Verkniipfung sein.

4 Darstellung potenzieller Donorsubstrate

In frilheren Arbeiten konnte gezeigt werden, das 7.c. Trans-Sialidase eine ausgeprigte
Toleranz beziiglich Derivatisierungen der Glycerol-Seitenkette besitzt. Ausgehend von pNP-
Neu5Ac konnten mit Hilfe einer Periodat-Oxidation, gefolgt von einer Reduktion durch
Natriumcyanoborhydrid die seitenkettenverkiirzten pNP-Oct5Ac und pNP-HeptSAc
dargestellt werden. Diese nicht natiirlichen Donorsubstrate wurden in Ausbeuten von ca. 50 %
enzymatisch auf Lactoside und LacNAc-Glycoside iibertragen.[”) Um weitere Erkenntnisse
zur Toleranz der Trans-Sialidase zu erhalten sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
neben weiteren Derivatisierungen an der Glycerolseitenkette unterschiedlich N-acylierte
Derivate der Neuraminsdure dargestellt und als pNP-Glycoside fiir die enzymatische

Ubertragung aktiviert werden.
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Abb. 17: Neu5Prop-a(2-3)-Gal-(1-3)-Glc in Komplex mit Trans-Sialidase aus T.c.

Um von vornherein die Grenzen der Trans-Sialidase gegeniiber Veridnderungen der
Acetylgruppe von NeuSAc abschétzen zu kdnnen wurden mit Hilfe des Molecular Modelling
Tools ,,SYBYL®, auf Basis vorhandener Kristallstrukturen des Enzyms im Komplex mit

Sialyllactose!"”, Modelle mit N-Propanoylneuraminséure als Substrat erstellt.

HO  OH
COOH
HO'™ 0 04<j>7No2
R
HO
R =NHCOCH; 6

NHCOC,Hs 23
NHCOC,H, 24
NHCOCH(CHj), 25
NHCOCH,0H 26
NH, 27
N, 28

Abb. 18: Potenzielle Neurminséuredonoren mit variierter Acylkomponente.

Sowohl bei Betrachtung der verdffentlichten Kristallstrukturen!'

als auch der Modelling-
Ergebnisse wird der Grund fiir die hohe Toleranz gegeniiber Verdnderungen der Seitenkette
ersichtlich. Diese befindet sich im Komplex auf der dem Protein abgewandten Seite. Der
Acyl-Substituent hingegen befindet sich tief in der Bindungstasche. In Abbildung 17 ist

deutlich die Propanoyl-Gruppe in der Tiefe des Proteins in hydrophober Umgebung zu
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erkennen. Des Weiteren wird der begrenzte Raum fiir VergroBerungen dieser Gruppe
deutlich. Um eine weitere Methylengruppe, wie dies bei Neu5SBut der Fall wére, aufnehmen
zu konnen wiirde die Trans-Sialidase ihre Konformation so weit verdndern miissen, dass eine
katalytische Aktivitdt sehr unwahrscheinlich erscheint. Die Verldngerung von Acetyl um eine
Methylengruppe auf Propanoyl scheint hingegen noch moglich zu sein.

In Erwartung einer erfolgreichen enzymatischen Ubertragung im Fall der N-
Propanoylneuraminsdure 23 wurden zur Absicherung der oben erlduterten Erwégungen die
sterisch anspruchsvolleren N-Butanoyl- 24 und N-Isobutanoylneuraminsduredonoren 25
dargestellt. Auf Grund des dhnlichen Raumanspruchs im Vergleich mit N-Propanoyl und der
hohen biologischen Relevanz der Glycolylneuraminsdure wurde ebenfalls in Erwartung einer
enzymatischen Ubertragbarkeit der Glycolylneuraminsiuredonor 26 dargestellt. Um weitere
Hinweise beziiglich der Funktion der Acetylgruppe zu erhalten wurden zusitzlich das Amin

27 und das Azid 28 dargestellt (Abbildung 18).

HO OH HO

OH
L5\7&00112 0o 0 RICOOH \—5\7&001{2
HO“ " 7=07 R’ - »  HO' /=07 R}
H,N RlJ\OJ\Rl

HO R!
\/4 0]
R!=C,H; R? = Alkyl
R!'=C;H, R? = Glycosidische Schutzgruppe
R! = CH(CHj),

R'! = CH,O(Schutzgruppe)
R! = CF,

Abb. 19: Kernkonzept der Neuramisdure-Umacylierung der vorliegenden Arbeit

Kernproblem der Synthesen ist die selektive Acylierung des Amins das zuvor durch
Verseifung der Acetamid-Gruppe von Neu5Ac gewonnen wurde. Bei der N-Acylierung muss
zwischen Amin- und Hydroxylfunktion differenziert und selektiv das Amin gegeniiber den
anderen Funktionen zur Reaktion gebracht werden. Prinzipiell kommen fiir Acylierungen als
Chloride oder Anhydride aktivierte Sduren in Frage. Die Regioselektivitit der Reaktion ldsst
sich durch die Wahl eines alkoholischen Losungsmittels gewéhrleisten. Hier wiirde die hohere
Nucleophilie des Amins gegeniiber der Hydroxylgruppen durch die Konkurrenz mit dem
Losungsmittel ausgenutzt werden. Die hohere Reaktivitit von Séurechloriden gegentiber den
entsprechenden Anhydriden konnte sich aber negativ auf die Regioselektivitdt auswirken oder

auf Grund einer zu heftigen Reaktion mit dem Losungsmittel der Acylierung der
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Neuraminsdure zuvorkommen. Daher fiel die Wahl auf die entsprechenden Anhydride als
Acylierungsmittel. Anhydride der geschiitzten Glycolsdure sind allerdings auf Grund ihrer
Labilitdt nicht kommerziell erhéltlich und miissen direkt vor der Verwendung dargestellt

werden.

Auf Grund der biologischen Relevanz der 9-O-acylierten Neuraminsduren wurde neben

Modifikationen am Amid auch der 9-O-Butanoylneuraminsduredonor 29 dargestellt.

0] OH

COOH
HO" " 7=0 04<j>7N02
AcHN

HO
29

Abb. 20: Potenzieller Neuraminsauredonor mit 9-O-Acylierung.

Da in der Synthese der pNP-aktivierten Donoren die Verseifung des
Neuraminsduremethylesters den letzten Schritt darstellt, muss die selektive Acylierung am
PpNP-Glycosid der Neuraminsdure erfolgen. Hierbei muss bei der Acylierung mindestens
zwischen den Hydroxyfunktionen der Seitenkette und der OH-Gruppe an C-4 differenziert
werden konnen. Bei einer Acylierung an OH-8 wiirde die entsprechende Gruppe auf
Position 9 wandern. Daher fiihrt diese Nebenreaktion nicht zu unerwiinschten Regioisomeren.
Acylierungen mit entsprechenden Orthoacetaten iiber die Stufe der Orthoester bendtigen
mindestens zwei OH-Gruppen in direkter Nachbarschaft. Daher wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Verbindung 29 basierend auf einer modifizierten Vorschrift nach
Ogura et al. unter Verwendung von Trimethylorthobutyrat statt Trimethylorthoacetat

dargestellt.!*”!

4.1 Vollstandige Deacetylierung der Neuraminsiure zur spateren

Modifizierung

Der Syntheseweg zu diesen Verbindungen fiihrt in jedem Fall iiber das freie Amin der
Neuraminsdure. Die mogliche Bildung der Schiff’schen Base (Abb. 21), die auf eine

Deacetylierung der freien Neuraminsdure folgen wiirde, stellt eines der Hauptprobleme bei
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der Derivatisierung des Acylsubstituenten dar.”* Hierbei wird in der offenkettigen Form der
Neuraminsdure die Keto-Funktion an C-2 durch das nun freie Amin angegriffen. Unter
Wasserabspaltung bildet sich ein dullerst stabiler Fiinfring. Um diese unerwiinschte Reaktion
zu vermeiden wird die Ring6ffnung durch eine glycosidische Schutzgruppe verhindert. Diese
muss sowohl stark basischen als auch stark sauren Bedingungen standhalten, gleichzeitig aber

leicht abspaltbar sein. O-Glycoside kommen auf Grund ihrer Sdurelabilitit nicht in Frage.

HO OH HO OH
OH 0
HO" 0 COOH — = HO' OH/,~COOH ~ |
HN H,N
HO HO
0

Abb. 21: Bildung der Schiff’schen Base aus freier Neuraminséure

Thioglycoside hingegen erfiillen die Anforderung der Stabilitdt unter sauren und unter
basischen Bedingungen."”*! Sie lassen sich innerhalb von Minuten durch NBS in Aceton mit
Wasser abspalten.”””! Der Schwefel in Thioglycosiden ist ein weiches Nucleophil und reagiert
relativ selektiv mit weichen Elektrophilen wie Schwermetallkationen und Halogenen.
Sauerstoffatome in Kohlenhydraten stellen dagegen harte Nucleophile dar und kénnen daher

961 Aus diesem Grund wurden die ersten

selektiv neben dem Schwefel fuktionalisiert werden.
Experimente mit Thioethyl- 31 und Thiophenylglycosiden 30 des peracetylierten
Neuraminsduremethylesters ~ durchgefiihrt. Diese =~ wurden nach Cao er al
phasentransferkatalytisch aus dem peracetylierten Chlorid des Neuraminsduremethylesters 20
erhalten, das nach der etablierten Methode von Rothermel et al. dargestellt wurde.*® °”) Die
Verbindungen 30 und 31 konnten in der phasentransferkatalytischen Glycosylierung in
Ausbeuten von 63 % und 57 % erhalten werden. Die relativ geringen Ausbeuten der
Phasentransferkatalyse (PTC) ergeben sich aus der Bildung des Glycals der Neuraminséure,
die bei basisch katalysierten Reaktionen von Neuraminsdurehalogeniden durch Eliminierung
des axialen Protons an C-3 und konzertierter Eliminierung des Chlorids an C-2 immer zu

finden ist. Die bimolekulare Eliminierung von HCI ist in f-konfigurierten Neuraminsduren
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durch die Tatsache, dass die beiden sich neu bildenden p-Orbitale der n-Bindung an C-2 und
C-3 durch den 180° Winkel zwischen axialem Proton und axialem Chlor parallel zueinander
liegen, stark begiinstigt. Diese unerwiinschte Nebenreaktion tritt gegeniiber der
Glycosylierung bei Verwendung sterisch gehinderter oder aus anderen Griinden in ihrer
Reaktivitit verminderter Akzeptoren in den Vordergrund.”® *! So wurden im Vergleich zu

den PTC-Glycosylierungen mit Hydroxylakzeptoren erhohte Anteile des Glycals gefunden.

HO OH HO OH
OH 82 % OH
HO'" 0 COOH HO'™ 0 COOMe |
AcHN (@) AcHN
HO HO
1 19
(b)| 95 %
AcO OAC AcO OAc
Cl 95 9 OAc
——  AcO'" 07 ~COOMe <*—— AcO"" 07" COOMe--—
AcHN (C) AcHN
AcO AcO
4 | 200/
63 % | (d)
©) l 57 %
O AcO O

Ac OAc Ac
COOMe COOMe
AcO" 0 s@ AcO" 0 S
AcHN AcHN \
AcO AcO
30 31

Abb. 22: Synthese von Neuraminsiurethioglycosiden: a) MeOH/DOWEX H', RT, 1d; b) Ac,0O/Py, RT,
1d; ¢) AcCl/MeOH, RT, 2d; d) EE/IM Na,CO;/PhSH, RT, 3h; e) EE/IM Na,CO,/EtSH, RT, 3h

Ausgehend von den Thioglycosiden 30 und 31 wurden Versuche zur sauren Verseifung des
Acetamids der Neuraminsdure durchgefiihrt. Eine saure Verseifung hat gegeniiber der sonst
an der Neuraminsdure Ublichen basischen Hydrolyse des Amids den Vorteil, dass der
Methylester fiir die weiteren Synthesen erhalten bleibt und nicht in einem weiteren
Syntheseschritt neu dargestellt werden muss. Die Verwendung von Methansulfonséure in
Methanol, das mit dem geldsten Thioglycosid 31 24 h unter Riickfluf} erhitzt wurde fiihrte zur
weitgehenden Deacetylierung. Jedoch konnte das Produkt bei nahezu vollstindigem Umsatz,
der diinnschichtchromatographisch unter Anfiarbung mit Ninhydrin detektiert wurde,
sdulenchromatographisch lediglich in Spuren isoliert werden. Daher wurde in den folgenden

Versuchen zum Austausch der Acetylgruppe auf eine Isolierung des Amins verzichtet.
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4.2 Darstellung N-acylmodifizierter Donorderivate

In den ersten Versuchen zur Darstellung eines nichtnatiirlichen Donorderivates ohne
vorherige Isolierung der vollstindig deacetylierten Neuraminsdure sollte durch Acylierung

mit Buttersdureanhydrid Verbindung 35 synthetisiert werden.

COOMe
AcO"
AcHN

(a) (a)
COOMe COOMe
O\I O\‘
AcHN (a) MsOH, MeOH, HzN
Riuckfluss, 24h
b (b): Ex3N, (C4H,0),0
( )l 0°C, 1h HO (b)
COOMe (c): Pyridin, Ac,0, COOMe
\—w RT, 24h D
HO'" HO!
AcHN HN
33
(C)l O (C) l
AcO OAc AcO OAc
COOMe COOMe
Ms@ ws@
AcHN HN
AcO M AcO
8% 30 0 399 39

Abb. 23: Selektive N-Acylierung mit anschlieBender Peracetylierung am Beispiel des N-Butanoyl-

Derivats

Die verminderte Polaritdt der Butanoyl- gegeniiber einer Acetylgruppe erlaubt durch die
resultierende Differenz der Re-Werte bei der séulenchromatographischen Reinigung eine
einfachere Abtrennung von der N-Acetylverbindung, die in geringen Mengen bei jeder
Reaktion zuriickgewonnen wurde. Zundchst wurde das Thioglycosid 30 wie in den ersten
Versuchen zur Deacetylierung 24 h unter Riickfluss in Methanol mit Methansulfonsidure
erhitzt. In Probeansitzen lieB sich auch bei ldngeren Reaktionszeiten vollstindige
Deacetylierung diinnschichtchromatographisch nicht detektieren. Stattdessen ging die

Konzentration des Amins, das durch Ansprithen mit Ninhydrin von sich bildenden
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Zersetzungsprodukten eindeutig unterschieden werden kann, zu Gunsten letzterer zuriick.
Daher wurde nach 24 h auf RT abgekiihlt und durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert.
Durch weitere Zugabe wurden die fiir die Acylierung notwendigen basischen Bedingungen
geschaffen. Um die Selektivitit zu erhéhen und eine vorzeitige Veresterung des
Acylierungsmittels mit dem alkoholischen Losungsmittel zu verhindern wurde die
Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt und anschlieBend zwei Aquivalente Buttersiureanhydrid
langsam zugetropft. Nach einer Stunde wurde auf vollstindigen Umsatz gepriift und eventuell
noch einmal ein Aquivalent Anhydrid zugegeben. Nach vollstindiger Umsetzung des Amins
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Essigsdureanhydrid und
Pyridin peracetyliert. Verbindung 35 konnte in 39 % Ausbeute {liber drei Stufen isoliert
werden. Durch die nicht vollstindige Deacetylierung wurden zusétzlich 8 % Edukt isoliert.
Da im ersten Schritt, der sauren Esterspaltung, die sich bildenden Nebenprodukte einen
geringeren Ry-Wert besitzen als das entschiitzte Thioglycosid, ist zu vermuten, dass ein
erheblicher Teil der Ausbeuteverluste auf eine Spaltung des Thioglycosids und der Bildung

der Schiff’schen Base zuriickzufiihren ist.

AcO OAc 1. (a) AcO OAc

COOMe D) (b) COOMe
AcO'" 0 s@ — >  AcO" 0 S
AcHN 3.(¢c) HN

AcO R—§ AcO

29 0
(a) MsOH, MeOH, reflux; 36 R = C,H; 34 %
(b) Et3N, (RCO)2O, 0 OC; 35R = C3H7 39%
(c) Ac,0, pyridine 37 R = CH(CHj3), 56 %
38 R =CF; 60 %

Abb. 24: Umacylierung des Neuraminséure-Thioglycosides 29

Auf dem selben Weg konnte die N-Isobutanoylneuraminsidure 37 unter Verwendung von
Isobuttersdureanhydrid sogar in einer Ausbeute von 56 % erhalten werden. In diesem Ansatz
wurden entsprechend geringere Mengen des Edukts von lediglich 4 % isoliert. N-
Propanolyneuraminsdure 36 konnte durch Acylierung mit Propansdureanhydrid auf diesem
Weg in einer Ausbeute von 34 % isoliert werden. Verbindung 38 wurde in einer Ausbeute
von 60 % isoliert.

Um  die entsprechenden = pNP-Neuraminsduredonoren,  ausgehend von  den
Thiophenylglycosiden, darzustellen kommt zum einen eine direkte Glycosylierung unter
Aktivierung durch NBS nach Nicolaou et al. in Frage,"””! zum anderen aber auch der Umweg

iiber die Neuraminsdurechloride mit anschlieBender PTC-Glycosylierung wie sie oben
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beschrieben wurde. Der Nachteil der direkten Glycosylierung liegt in der mangelnden
Stereoselektivitit der Reaktion und dem sich daraus ergebenden Ausbeuteverlust bei der
Trennung des Anomerengemisches. Nach der von Nicolaou ef al. beschriebenen Methode

lasst sich die thioglycosidische Bindung unter Zugabe von Wasser jedoch auch hydrolysieren.

AcO  OAc NBS /Aceton, .5 oac

COOMe RT,0.5h OH
AcO"" 0 s@ T AcO" 07/ ~COOMe

HN N HN Aol
R C R C
«O «O
36 R= C2H5 39 R= C2H5 65 %
35R= C3H7 40 R= C3H7 54 %
37 R = CH(CH,), 41 R = CH(CH,),78 %
38 R = CF, 42 R = CF, 63 %

Abb. 25: Hydrolyse der Thioglycoside mit NBS nach Nicolaou

In der folgenden PTC-Glycosylierung wird selektiv das erwiinschte a-Anomer gebildet. Zwar
ist es auch mit der NBS-Methode moglich das Anomerenverhéltnis durch Reaktionsfithrung
in Acetonitril zu Gunsten des a-Anomers zu verschieben, jedoch kann dies ebenfalls durch
die Verwendung des B-Chlorids von NeuSAc, das praktisch quantitativ dargestellt werden
kann, in einer PTC-Glycosylierung erreicht werden, die dann Sx2-artig verlduft. In Erwartung
vergleichbarer Ausbeuten wurde die Hydrolyse und Aktivierung als Chlorid der direkten
Glycosylierung vorgezogen.!'”” Die Hydrolyse erfolgte in Aceton und Wasser unter Zugabe
von NBS bei Raumtemperatur. Die Losung farbte sich nach Zugabe des NBS innerhalb
weniger Minuten durch die Bildung von Br, braun und entfarbte sich innerhalb einer halben
Stunde. Bei nicht vollstindigem Umsatz wurde ein zweites mal NBS zugegeben und eine
weitere halbe Stunde geriihrt. Nach der zweiten Zugabe startete die Reaktion innerhalb
weniger Sekunden. Die zuzugebende Menge NBS ldsst sich auf Grund der Komplexitdt und
der vielfiltigen Reaktionsmdoglichkeiten schwierig ermitteln (Abb. 26). Zusitzlich kann NBS
ungewOhnliche Reaktionen eingehen. So berichten zum Beispiel Johnson et al. die

U9 Daher wurde,

Umlagerung von NBS durch Licht in Chloroform zu Isocyansédurederivaten.
auch um unerwiinschte Nebenreaktionen durch {iberschiissiges Brom zu vermeiden, NBS in
kleineren Portionen zugegeben. Die Tatsache, dass nach vollstindiger Entfirbung der
Reaktionsldsung, trotz Zugabe im Uberschuss, kein weiterer Umsatz zu beobachten war und

die wesentlich schnellere Reaktion nach Zugabe der zweiten Portion NBS stehen im Einklang
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mit dem hier dargestellten Mechanismus, der zur Zeit noch nicht vollstindig geklart ist.['*"
102]

H

O/
AcO AcO  OAc H
\—%OMe COOMe
® o
AcO" — > + Br, —»  AcO" 0
_}%N AcO 2 _}<I\N AcO 1|S3 nu
R ¢ R C T
0 0 l
AcO OAc
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©/ 2 AcO“ 07/ >~coome T 2 HBr
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AcO  OAc COOMe
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0]

Abb. 26: Postulierter Mechanismus der NBS-Glycosylierung (im vorliegenden Fall mit H,0)

Sowohl Br' als auch PhS’ stellen sehr weiche Elektrophile dar, die mit freien
Elektronenpaaren des Schwefels der Thioglycoside als gute Austrittsgruppe ein
Sulfoniumintermediat bilden. Wie oben erwéhnt, liele sich in einer direkten Glycosylierung
an dieser Stelle durch Acetonitril als Losungsmittel das Anomerenverhéltnis zum a-Produkt
verschieben. Hier wiirde zunéchst der Stickstoff des Acetonitrils vor dem Sauerstoff eines
Neu5Ac-Akzeptors am anomeren Kohlenstoff angreifen. Dies geschieht bevorzugt axial. In
einer anschlieBend Sy2-artigen Reaktion wiirde der Akzeptor das Acetonitril verdringen und
so bevorzugt das a-Produkt bilden. Nach sdaulenchromatographischer Reinigung ergaben sich
Ausbeuten von 50 — 78 %. Die Produkte lagen ausschlieflich in Form ihrer 3-Anomeren vor.
Die Stereochemie ldsst sich auf Grund der erkennbaren Kopplung des axialen Protons an C-3
mit dem  Hydroxylproton mit  Sicherheit bestimmen. Die  ungewohnliche
Hochfeldverschiebung ist Folge einer intermolekularen Wasserstoffbriickenbindung zwischen
dem Carbonylsauerstoff des Methylesters und OH-2 und der daraus resultierenden

Entschirmung der Protonen an C-3. Im Allgemeinen stellt das Bestimmen der Konfiguration
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an C-2 der Neuraminsiure im 'H-NMR auf Grund des fehlenden Protons am anomeren

Kohlenstoff ein Problem dar. Man ist hier entweder auf Erfahrungswerte oder aufwendige

2D-Experimente angewiesen.” '

A0 gt /83030 Hz
AcO' 07~% 874.45 Hz
RHN Heome e
AcO H,,
982.58 Hz
891.99 Hz
893.52 Hz —
867.33 Hz
904.71 Hz
906.49 Hz \\ __— 861.73 Hz

, . . , . . .
2,40 2,35 2,30 2,25 2,20 2,15 2,10
ppm

Abb. 27: H-3ax und H-3eq im "H-NMR zur Bestimmung der Konfiguration an C-2 nach der Hydrolyse

Die Tatsache, dass die 2-OH-freien Produkte ausschlieBlich als B-Anomer vorliegen, stellt im
Zusammenhang mit der Synthese des peracetylierten Neuraminsduremethylesters 20 einen
interessanten Punkt dar. Hier gibt es in der Literatur teilweise widerspriichliche Aussagen.'**
194 Bei der Peracetylierung reagiert die OH-Gruppe an C-2 als letzte. Daher wird vor der
Ubertragung der letzten Acetylgruppe eine zu den nach Nicolaou et al. mit NBS entschiitzten
Neuraminsdurederivaten analoge Verbindung erhalten, die nahezu ausschlieBlich als -
Anomer vorliegt. Im Produktgemisch der Peracetylierung findet sich aber mit einem
Verhiltnis von o/ = 1/3 ein nicht unerheblicher Teil des a-Produkts. Es liegt also nahe, dass
die Verschiebung der Anomerenverhiltnisse aus einer wesentlich schnelleren Acylierung der
Hydroxyfunktion in dquatorialer Position als in der axialen resultiert. Eine Erklarung konnte
im aromatischen Losungsmittel Pyridin liegen. Durch hydrophobe Stapeleffekte ist der
Zugang oberhalb und unterhalb der Ringebene durch die Anlagerung des Losungsmittels
blockiert, wodurch ein Angriff auf eine dquatoriale OH-Gruppe gegeniiber einer axialen

begiinstigt wiirde.
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Die Darstellung der entsprechenden Chloride erfolgte wie oben beschrieben nach Rothermel
et al. in Acetylchlorid unter Zugabe geringer Mengen Methanol in quantitativer Ausbeute

ohne weitere Aufarbeitung.!™!

AcO OAc AcQ OAc

OH Cl
\ AcCl/MeOH, 24 h
AcO! 0 COOMe > ACISI)N 0 COOMe

HN
R _§ AcO R _§ AcO
0]

@)
39 R =C,H; 43 R = C,H; quant.
40 R = C5H4 44 R = C3H; quant.
41 R = CH(CH,), 45 R = CH(CHj), quant.
42 R = CF, 46 R = CF, quant.

Abb. 28: Chlorierung am anomeren Kohlenstoff

In diesem Fall wurden allerdings keine peracetylierten Neuraminsduren, sondern die 2-OH
freien Derivate eingesetzt. Hier erfolgte die Acetylierung an OH-2 in situ vor der eigentlichen
Substitution des Acetats durch Chlorid nach Sy1-artigem Mechanismus. Die Verbindungen

43, 44, 45 und 46 wurden ausschlieBlich in Form ihrer B-Anomere isoliert.

AcO OAc DCM/IM NaOH AcO OAc

¢l TBA-HSO,, pNP-OH OOMe
AcO 07/ ~COOMe » ACI%‘\}' 0 04<i>—1\102

HN
R_<\O AcO R‘ﬁ AcO

(0]
43R = C,H; ATR=C,H,  42%
44 R = C,;H;, A8R=C;H,  44%
45 R = CH(CH3), 49 R = CH(CH3), 57 %
46 R = CF, 50 R = CF, 45 %

Abb. 29: Darstellung der pNP-Glycoside durch PTC-Glycosylierung

Die anschlieBende Umsetzung zu den pNP-Glycosiden erfolgte phasentransferkatalytisch im
oben beschriebenen Zweiphasensystem aus DCM und 1 M NaOH-Losung mit Tetrabutyl-
ammonium-hydrogensulfat als Phasentransferkatalysator. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung konnten die a-pNP-Glycoside 47, 48, 49 und 50 in Ausbeuten zwischen 42 % und
57 % isoliert werden. Auch hier wurden immer geringe Mengen des Glycals gebildet. Die
Abspaltung der Acetester erfolgte nach Zemplén et al. basisch durch Natriummethanolat in
Methanol unter Erhalt der Amidbindungen. Die  Ausbeuten lagen nach

sdulenchromatographischer Aufarbeitung zwischen 64 % und 82 %.
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Durch Lésen in 0.1 M NaOH konnten die erhaltenen Verbindungen quantitativ zu den

Donorsubstraten 23, 24, 25 und 27 verseift werden.

AcO OAc 0]

H OH
COOMe NaOMe/MeOH COOMe
W - N

HN o
R Y HO
= R~

47 R = C2H5 51R = C2H5 68 %
48 R = C3H;, 52 R = C3H, 64 %
49 R = CH(CHj), 53 R = CH(CH;), 82 %
50 R = CF, 54 R = CF, 66 %

Abb. 30: Abspaltung der O-Acetylgruppen nach Zemplén

Um eventuelle Verunreinigungen durch kleinste Mengen Thiophenol, die sich auf die
Enzymaktivitat auswirken konnten, auszuschliefen, wurden die Verbindungen iiber Biogel P-

2 groBenausschlusschromatographisch gereinigt.

HO OH HO OH

wom I M NaOH-Lsg. COOH

HO'" 0 > W

o) 1ov 7207 -0~ o,
HO HO
51 R = COC,H; 23 R =COC,H; quant.
52 R =COC;H;, 24 R = COC;H4 quant.
53 R = COCH(CH,), 25 R = COCH(CH3), quant.
54 R = COCF; 27T R=H quant.

Abb. 31: Quantitative Verseifung in 0.1 M NaOH zu den Verbindungen 24, 25, 26 und 27
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4.3 Darstellung des N-Glycolylneuraminsiure-Donors

Kommerziell waren fiir die oben beschriebene Synthesestrategie keine als Anhydride
aktivierten Glycolsdurederivate erhéltlich. Daher wurden erste Versuche zur Darstellung von
N-Glycolylneuraminsdurederivaten ~ mit  Benzyloxyacetylchlorid  durchgefiihrt.  Bei
Verwendung von Methanol als Losungsmittel zur selektiven Acylierung trat auch bei

Temperaturen unter dem Gefrierpunkt zu heftige Reaktion mit dem Séurechlorid ein.

AcO OA

c
COOMe
AcO'" 0 S
AcHN
cO

A
30
MsOH, MeOH, Riickfluss

HO OH
COOMe
Sy
1. Et3N, 3 HO 1. Et3N,
32
/

BnOCH,COCl, BnOCH,COCl,

MeOH, 0 °C, Pyridin, 0 °C,
2. Pyridin, A 4% 2. Pyridin,

ACZO 0 A020

Ac OAc
COOMe
[ AcO'" 0 S ]
BnO HN
Lﬁ AcO
0 55

Abb. 32: Probeansitze zur Darstellung von Verbindung 7

Daher wurde in den folgenden Versuchen vor dem Acylierungsschritt das Methanol im
Vakuum entfernt und durch Pyridin ersetzt. Die Reaktionslosung wurde dann auf 0 °C gekiihlt
und Benzyloxyacetylchlorid langsam zugetropft. Die diinnschichtchromatographische
Untersuchung der Reaktionsldsung lie3 auf eine hohe Zahl an Nebenprodukten schlieBen, die
auf nicht selektive Acylierung und Mehrfachacylierung zuriickzufiihren sind. Die im Gemisch
enthaltenen Produkte wurden unter Zugabe eines groBen Uberschusses an Essigsiureanhydrid
acetyliert. Das gewiinschte Produkt konnte nach mehrfacher sdulenchromatographischer
Reinigung lediglich in einer Ausbeute von 4 % isoliert werden. Auf Grund der weiteren

notwendigen Syntheseschritte zum Neuraminsduredonor sind 4 % Ausbeute in einem so
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frithen Stadium bei weitem nicht ausreichend. Daher war es notwendig die Glycolsdure auf
eine andere Weise zu aktivieren. Sugata et al. setzten in ihrer Glycolylneuraminséure-
Synthese den N-Hydroxysuccinimidester der Benzyloxyessigsiure ein.'® Auf Grund der
guten Erfahrungen mit dem Einsatz von Anhydriden und der Verfiligbarkeit einer einfachen
und sehr effektiven Synthese von Anhydriden aus den ohnehin vorhandenen Saurechloriden
bot sich jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit erneut der Einsatz der entsprechenden

Anhydride an.

Darstellung von Glycolsdureanhydriden {iber Phasentransferkatalyse:

0 (0] (0] 0
BnO\)J\O)K/OBn ACO\)J\O)J\/OAC
56 57

Abb. 33: Glycolsdureanhydride zur Darstellung von Neu5Ge

Die fiir die vorgesehene Synthesestrategie zur Darstellung von N-Glycolylneuraminsiure
erforderlichen Anhydride sind kommerziell nicht erhéltlich und wurden daher im Rahmen der
vorliegenden Arbeit aus den verfligbaren Sdurechloriden dargestellt. Bei der Aufarbeitung
erwiesen sich die entsprechenden Anhydride als sehr temperaturempfindlich. Daher kamen
eine zu zeitaufwendige Aufarbeitung sowie Refluxieren bei der Synthese oder destillatives
Entfernen aus einem Reaktionsgemisch, Vorgehensweisen die bei herkdmmlichen
Anhydridsynthesen durchaus iiblich sind, nicht in Frage.!'%%1%] Die
phasentransferkatalytische Synthese von Anhydriden nach Plusquellec ef al. bietet mit sehr
milden und schnellen Reaktionsbedingungen gekoppelt mit einfacher Aufarbeitung eine
effiziente Alternative.l''” Ausgehend von den Séurechloriden werden hier in einem
Zweiphasensystem bestehend aus einem unpolaren organischen Losungsmittel und 20 %iger
NaOH-Losung mit Tetrabutylammoniumbromid als Phasentransferkatalysator symmetrische
Anhydride dargestellt. Abbildung 34 zeigt den Mechanismus der Produktbildung. Der
Phasentransferkatalysator dient hier ausschlieBlich dem Transport von Hydroxidionen in die
organische Phase. Hier ist der erste Schritt mit der Hydrolyse von Siurechloriden
identisch."'l Bevor HCI eliminiert werden wiirde, wird ein weiteres Aquivalent des
Sdurechlorids durch den nun nucleophilen Sauerstoff angegriffen und es bildet sich unter

Eliminierung von HCI das Anhydrid. Die Aufarbeitung der Reaktion erfolgt durch Abtrennen
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der organischen von der wissrigen Phase und Ausschiitteln mit wéssriger

Natriumcarbonatldsung.

/ cl ) R
-CI-N Bl.l4
O Bu,N'OH" QH

— (" — NN\
RJ< R—C-ON"Bu,
Cl Cl

-HCl

R—CO, N"Bu,

Abb. 34: Mechanismus der Anhydridsynthese nach Plusquellec et al.'""!

Zur spiteren Umsetzung mit der deacetylierten Neuraminsdure 32 wurde zundchst das
benzylisch geschiitzte Chlorid der Glycolsdure zum Anhydrid umgesetzt. In einem ersten
Versuch mit 20 %iger NaOH-Losung konnten lediglich Spuren von Produkt isoliert werden.
Unter Beriicksichtigung des in Abbildung 34 dargestellten Mechanismus liegt die Vermutung
nahe, dass liberschiissige Base vom Phasentransferkatalysator in die organische Phase
transportiert wird und hier das gebildete Anhydrid hydrolysiert. In weiteren Versuchen unter
Einsatz dquimolarer Mengen Base konnte die Ausbeute auf 58 % gesteigert werden.
Acetoxyessigsdureanhydrid 57 konnte auch in Spuren nicht isoliert werden. In weiteren
Versuchen zur Synthese stellte sich heraus, dass sich 57 bei der Aufarbeitung zersetzt. Daher
wurde die Reaktionslosung nach Abtrennen der wéssrigen Phase direkt zur Synthese von
NeuSGe eingesetzt. Dies ermdglicht es von der Synthese bis zum Einsatz in der Acylierung
die Temperatur unterhalb des Gefrierpunktes zu halten und dadurch die Zersetzung von 57

weitgehend zu vermeiden.

Erste Versuche zur Acylierung mit Benzyloxyessigsdureanhydrid:

Erste Versuche zur Acylierung mit dem durch Phasentransferkatalyse dargestellten Anhydrid
der Benzyloxyessigsdure wurden sowohl am Thiophenyglycosid 30 als auch am
Thioethylglycosid 31 durchgefiihrt, das ebenfalls nach Cao et al. dargestellt wurde.”” Mit
dem Thiophenyl- 30 und dem Thioethylglycosid 31 wurden in der oben beschriebenen
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Umacylierung vergleichbare Ergebnisse erzielt. Auf Grund der angenehmeren
Handhabbarkeit von Thiophenol gegeniiber Thioethanol durch seinen geringeren Dampfdruck
wurde ausschlieBlich das Thiophenylglycosid 30 in den weiteren Synthesen eingesetzt. Ein
weiterer Vorteil liegt in der leichteren UV-Detektierbarkeit entstehender Nebenprodukte
wegen der aromatischen Funktion. Auch die Ausbeute in der Darstellung der Thioglycoside
zur Umacylierung lag im Fall des Thiophenylglycosides 30 gerinfligig hoher als beim
entsprechenden Thioethylglycosid 31.

AcO OAc AcO OAc

\_%OM(: \_%OMe
AcO'" 0 AcO'" 0
AcHN S@ AcHN ST\
AcO AcO
30 31

MsOH, MeOH, Riickfluss

HO OH HO OH
wom wom
HO" 0 s@ HO" 075
“H,N *H,N

> HO BN > HO A
.Et;N,
32 ) BnOCH,COCl, >8 )
25 % MeOH. 0 °C, 23 %
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\—ﬁ A ¢}

cO Lﬁ Ac
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Abb. 35: Acylierungen mit Benzyloxyessigsdureanhydrid

Die anschlieBende Hydrolyse der glycosidischen Bindung erfolgte mit NBS in Aceton und
Wasser. Die Chlorierung mit Acetylchlorid gelang in nahezu quantitativer Ausbeute von
99 %. Phasentransferkatalytisch konnte das pNP-Glycosid 62 in 49 %iger Ausbeute erhalten
werden. Verseifung der Acetate nach Zemplén ergab Verbindung 63 in 43 %iger Ausbeute.
Die Darstellung des Methylesters des Glycolylneuraminsduredonors 64 sollte durch
Hydrierung unter Abspaltung der Benzylgruppe erfolgen. In diesem Schritt kann es neben der
gewollten Abspaltung der Schutzgruppe des Glycolséuresubstituenten auch zur Reduktion der

(1219 1y der Hoffnung, die Abspaltung der Schutzgruppe

Nitrogruppe am pNP kommen.
wiirde vor der Reduktion zum Amin erfolgen, wurde die Reaktion sofort nach

diinnschichtchromatographisch detektiertem Verbrauch des Edukts abgebrochen.
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Abb. 36: Syntheseschritte in Richtung Glycolylneuraminséuredonor

AnschlieBende Charakterisierung bestitigte die Bildung des Amins 65. Da keine Fraktion
isoliert werden konnte, in der die Benzylgruppe abgespalten worden wiére, ldsst sich der
Schluss einer weit schnelleren Reduktion zum Amin gegeniiber der Abspaltung der

Benzylgruppe ziehen.

Acylierung mit Acetessigsdureanhydrid:

Aus den oben genannten Griinden wurde zur Darstellung der Glycolylneuraminsédure auf das
schwerer zu handhabende Acetoxyessigsdureanhydrid zurlickgegriffen. Da sich dieses auf
Grund seiner Empfindlichkeit nicht isolieren lie, wurde die anhydridhaltige organische
Schicht aus der Phasentransferkatalyse zur Darstellung der Anhydride ohne weitere
Reinigung zur Acylierung der entschiitzten Neuraminsdure 32 eingesetzt. Hierdurch lielen

sich durchgehend tiefe Temperaturen realisieren und durch ziigiges Arbeiten die vorzeitige
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Zersetzung des Anhydrids vermeiden. Bei diesem Vorgehen ist allerdings auf strikte
Kontrolle des pH-Wertes bei Zugabe der Anhydridlosung zu achten, da diese erhebliche
Mengen HCI enthélt. Duch parallele Zugabe von Triethylamin lie} sich das basische Milieu
aufrechterhalten. Das Produkt konnte nach Peracetylierung und sdulenchromatographischer
Reinigung in einer Ausbeute von 38 % erhalten werden. Da weder nach der Verseifung noch
nach selektiver Acylierung mit dem nicht gereinigten Anhydrid, das neben HCI noch mit dem
Phasentransferkatalysator verunreinigt war, die Zwischenprodukte isoliert wurden, stellt dies

eine bemerkenswerte Ausbeute dar.

AcO OAc HO OH
\_&ﬁ\;i)om (a) L%om
AcO" HO'™ 0
AcO HO
30 32
1. (b)
AcO  OA 2 ()
C
(a) MsOH/MeOH ¢ COOMe
(b) Et;N/(AcOCH,CO),0
() Pyridin/Ac;0 o SN LG~
\__< AcO
0 66 38 %

Abb. 37: Acylierung mit Acetoxyessigsiureanhydrid.

Wie in den oben beschriebenen Donorsynthesen erfolgte die Synthese der Donorstrukturen
auch hier nicht {iber die direkte Glycosylierung mit NBS zum pNP-Glycosid, sondern iiber
den Umweg der Abspaltung von Thiophenol mit NBS in Wasser und Aceton mit
anschlieender Chlorierung und phasentransferkatalytischer Umsetzung mit pNP-OH zum
entsprechenden Glycosid 69. Nach Abspaltung von Thiophenol konnte Verbindung 67 in
einer Ausbeute von 65 % isoliert werden. Die Chlorierung erfolgte in einer Ausbeute von
95 %. Das pNP-Glycosid 69 konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer
Ausbeute von 47 % isoliert werden. Die Abspaltung der Acetylgruppen erfolgt wie oben
beschrieben nach Zemplén et al. mit Natriummethanolat. In diesem Schritt wird, anders als
bei der benzylgeschiitzten Glycolsdure, die Schutzgruppe der Hydroxyfunktion der
Glycolsdure mit abgespalten und muss nicht spiter in einer zusitzlichen Stufe entfernt
werden. Die Abspaltung der Acetylgruppen gelang in einer Ausbeute von 73 %. Der
Methylester 64 wurde anschliefend mit 0.1 M NaOH in einer Ausbeute von 98 % verseift.

Die Verwendung der acetylgeschiitzten Glycolsiure bietet gegeniiber der benzylgeschiitzten
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in jedem Fall den Vorteil, dass die weiteren Syntheseschritte nach der selektiven Acylierung
analog zu den oben beschriebenen Synthesen fiir die anderen N-Acyl-Derivate 23, 24, 25 und

27 der Neuraminséure erfolgen konnen.
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Abb. 38: Syntheseschritte zur Darstellung von pNP-aktivierter Glycolylneuraminsiure

4.4 Darstellung des Azids der Neuraminsaure

Aus dem Amin 27 ldsst sich durch einen Cu(Il)-katalysierten Diazotransfer nach Vasella und

Wong in einem einzigen Schritt das als pNP-Glycosid aktivierte Azid der Neuraminsédure 28

darstellen.!' 117
HO OH TiN;, Cu''SO4, K,CO3, o oH
Coo DCM, MeOH, H,0; 1d COOH
Ho o 04<j>—No2 > HO™ /0 04<j>—No2
H;N N;
HO HO
27 28

Abb. 39: Diazotransfer zum Azid der Neuraminsiure

Da es sich bei der Reaktion um einen nucleophilen Angriff des Amins auf das Triflylazid

handelt bleibt die Stereochemie an C-5 der Neuraminsdure erhalten. In Abbildung 40 ist der
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von Wong et. al. vorgeschlagene, noch nicht bewiesene, Mechanismus dargestellt. Nach
diesem wird das Amin durch den Kupfer-Katalysator unter basischen Bedingungen

komplexiert. Auf Grund der hohen Elektrophilie des Triflylazids kommt es anschlieBend zum
nucleophilen Angriff durch das komplexierte Amin.

A
RNH, H TN, |
L4CU.H L3CuH s N\\ITI
-HL R L3CuH-ITI+~H
R
RNH, “HL
Tf
N
Lo 087 === LN =——= e 0
0" CF, Tf  -RN; NN
/
WHQ Tﬂj/// R
RNH
Tf = SO,CF; 2
L = TfNH L,Cul=N,
R

Abb. 40: Vorgeschlagener Mechanismus des Diazotransfers nach Wong et. al.!"'?)

Nach Deprotonierung bildet sich ein durch Cu" stabilisiertes Tetrazen. Der Abbau des

Tetrazens konnte anschlieBend unter Freisetzung des Azids iiber eine [3+2] dipolare
Cycloreversion zum Kupfertriflylimido-Komplex erfolgen.
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Abb. 41: Infrarotspektroskopischer Nachweis der Bildung des Azids durch charakteristische Bande
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Die Triflylazidlosung in Dichlormethan wurde direkt vor der Reaktion angesetzt und in die
Losung aus Amin 27, K,CO3; und CuSO4 getropft. Das Produkt konnte nach einem Tag
Reaktionszeit durch Reinigung an Biogel P2 in einer Ausbeute von 85 % isoliert werden. Die
Bildung des Azids 28 wurde iiber die Tieffeldverschiebung von H-5 im 'H-NMR im
Vergleich mit dem Amin 27 und infrarotspektroskopisch durch die fiir Azide charakteristsiche

Bande bei ca. 2100 cm™ nachgewiesen (Abbildung 41).

4.5 Selektive Acylierung der endstdndigen OH-Gruppe

Der entscheidende Schritt in der Darstellung des 9-O-acylierten Neuraminsdurederivates 29
ist die selektive Acetylierung der Hydroxyfunktion an C-9. Klassisch wird die erhdhte
Reaktivitdt der primdren OH-Gruppe genutzt, indem bei tiefen Temperaturen und verdiinnter
Losung gearbeitet wird. Es scheint aber umstindlich und zeitaufwéndig, die optimalen
Reaktionsbedingungen zu suchen. Als eleganter und schneller erwies sich der Syntheseweg
iber den entsprechenden Orthoester, der durch Reaktion der endstindigen OH-Gruppen der
Neuraminsdure mit Trialkylorthoestern selektiv dargestellt werden kann. Als Reagenz zur
Acylierung wurde Trimethylorthobutyrat verwendet. Die Reaktion wurde in einigen
Probeansitzen sowohl in DMSO als Losungsmittel, als auch in Acetonitril gefiihrt. Die in
DMSO unldsliche pNP-Neu5Ac 6 ging nach Zugabe katalytischer Mengen p-
Toluolsulfonsdure unter Bildung des Orthoesters 70 augenblicklich in Losung.

Unter Zugabe von H,O wurde 70 in situ zum 9-O-acylierten Derivat umgesetzt. Der fiir die
siurekatalysierte Offnung notwendige Katalysator war noch von der Bildung des Orthoesters
in Losung vorhanden und musste daher nicht mehr zusétzlich zugefiihrt werden. Die Reaktion
wurde auf Grund der besseren Loslichkeit zundchst in DMSO gefiihrt, wobei es sich wegen
der hohen Siedetemperatur als langwierig herausstellte das Losungsmittel zufriedenstellend
im Vakuum zu entfernen. Als gute Alternative erwies sich Acetonitril, in dem das Edukt mit
der Bildung des Orthoesters in Losung ging, innerhalb von ca. 40 min quantitativ umgesetzt
und anschlieend hydrolysiert werden konnte. Die Reinigung der Produkte erfolgte nicht, wie
von Ogura et al beschriecben, tiber Ionenaustauscher-Harz, sondern durch
sdulenchromatographische Reinigung an RP-18 Kieselgel als stationire Phase.’” Die
Vorgehensweise zur Aufarbeitung nach Ogura ef al. wiirde das Losen des Produkts vom Harz

mit einer Sdure notwendig machen. Dies wiirde zur Spaltung der glycosidischen Bindung und
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Verlust des Produkts fiihren. Durch die modifizierte Methode konnte Verbindung 29 in einer

Ausbeute von 58 % isoliert werden.

OMe RHZC OMe

RH2C C-OMe
COOH
HOW COOH —
AcHN 0, HOW
AcHN 0,
RHzc>¢ 5 H,0
R= C2H5:
58 9, COOH
HOv
ACHN 0, -=

Abb. 42: Bildung und Hydrolyse des Orthoesters zur selektiven Acylierung

Die erfolgreiche regioselektive Acylierung an C-9 wurde an der Tieffeldverschiebung der
Signale H-9a und H-9b im 'H-NMR deutlich. Diese sind gegeniiber den Signalen der nicht
acylierten Verbindungen um ca. 0.5 ppm tieffeldverschoben. Ferner wurde diese Zuordnung

durch eine HMBC-Messung belegt.
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5 Enzymatische Ubertragungen

Die enzymatische Ubertragung der dargestellten Neuraminsduredonoren erfolgte unter
denselben Bedingungen, wie sie oben fiir die Darstellung der Sialylallolactose 9 beschrieben
wurde. Da sich bei der Synthese von Verbindung 9 a-Methylallolactosid mit einer Ausbeute
von 87 % als ausgezeichneter Akzeptor herausstellte, wurde diese auch bei den
Untersuchungen zur Ubertragbarkeit der verschiedenen Neuraminsiurederivate eingesetzt. So
kann bei den folgenden Versuchen davon ausgegangen werden, dass die Akzeptorspezifitit
der Transsialidase nicht den limitierenden Faktor bei der Ubertragung darstellt, sondern
nahezu ausschlieflich die Donorspezifitit des Proteins in den Ergebnissen zum Ausdruck
kommt. Die Inkubation erfolgte jeweils fiir 24 h, das Protein wurde anschlieBend durch
Zugabe von Methanol denaturiert. Die Produkte wurden iiber Biogel P-2
groBenausschluBchromatographisch gereinigt und die Ausbeuten in Bezug auf den

eingesetzten Donor bestimmt.

HO 0
HO
18 HO R0 OH
R0 OH OMe COOH
COOH 2 OH
HO™ o \7:.0 Trans-Sialidase HORI 07/™0 K 0 o
—< >—NO HO
R! 0 2 \ HO HO
HO

HO OH OH OMe
HO*@*NOQ
Ausbeute:

R!=NHCOCH, R’=H 6 R! = NHCOCH;, R>=H 9 8%
R!=NHCOCH, R? = C,H;0 29 R! =NHCOCH, R?=CH,0 71 78%
R!=NHCOC,H; R?=H 23 R! = NHCOC,H; R>=H 72 32%
R!=NHCOC;H, R?=H 24 R! = NHCOC;H;, R?=H 73 0%
R!=NHCOCH(CH;), R*=H 25 R! =NHCOCH(CH;), R?=H 74 0%
R!=NHCOCH,0H R?’=H 26 R!=NHCOCH,0H R?=H 75 60 %
R!=NH, R?=H 27 R!=NH, R’=H 76 0%
R'=N; R?=H 28 R!=N; R’=H 78 0%

Abb. 43: Ausbeuten der enzymatischen Ubertragung verschiedener Neuraminséurederivate

Abbildung 43 zeigt die Ausbeuten der enzymatischen Ubertragung der im Rahmen dieser
Arbeit dargestellten Donorderivate der Neuraminsdure. Die Vermutungen, die sich aus der

Betrachtung der oben beschriebenen Kristallstrukturen ergeben, werden durch die Ausbeuten
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deutlich bestitigt. So befindet sich die Seitenkette der Neuraminsédure im Komplex mit der
Trans-Sialidase auf der dem Protein abgewandten Seite. Dies spiegelt sich in einer nahezu
gleich hohen Ausbeute bei dem 9-O-acylierten Derivat 71 im Vergleich zu NeuSAc 9 wieder.
Verdnderungen am N-Substituenten hingegen fithren entwerder zu einem drastischen
Einbruch in den Ausbeuten oder zu einem vdlligen Ausbleiben der Erkennung durch die
Trans-Sialidase. Die Verlangerung der Acetylgruppe von Neu5Ac um eine Methylengruppe
zu NeuSProp fiihrt zu einem Ausbeuteverlust von ehemals 87 % auf 32 %. Weitere
Alkylverlangerungen werden nicht mehr toleriert. Die Griinde kénnen zum einen im erhdhten
sterischen Anspruch der Substituenten liegen. Zum anderen kann hier aber auch die Polaritét
eine wesentliche Rolle spielen. Diese Tatsache wird in der Ubertragung der
Glycolylneuraminséure deutlich. Diese wird trotz des zur Propanoylneuraminsédure
vergleichbaren sterischen Anspruchs in wesentlich hoherer Ausbeute von 60 % iibertragen.
Hier konnte der groBere Raumanspruch des Glycolylsubstituenten durch eine hohere Affinitét
des Substrats zum Protein, die durch die zusétzliche OH-Gruppe hervorgerufen wird,

begriindet sein.

Neu5Gce

Abb. 44: H-Briicken zwischen Neu5Gc und Aspgs in 7.c. Trans-Sialidase

Abbildung 44 zeigt, basierend auf der Kristallstruktur von Sialyllactose in Komplex mit 7.c.
Trans-Sialidase, die entsprechenden Verhéltnisse fiir Neu5Gc an Stelle von NeuSAc. Die
Asparaginsdure (Aspos), die fiir die Bindung zum amidischen Stickstoff verantwortlich ist,
liegt ebenso in der Reichweite zur zusitzlichen Hydroxylgruppe und erleichtert so iiber

Wasserstoftbriicken die Bindung der Glycolylneuraminsdure an das Protein. Die Sauerstoffe
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der freien Sdure von Aspes befinden sich jeweils im Abstand von ca. 2.8 A zum Sickstoff und
zum Sauerstoff der OH-Gruppe des Glycolylsubstituenten.
Amin 27 und Azid 28 der Neuraminsdure sind nicht in der Lage Wasserstoffbriicken mit

Aspo auszubilden und werden in der Folge nicht iibertragen.

6 NMR-spektroskopische Reaktionsverfolgung

Die aus der enzymatischen Ubertragung resultierenden Ausbeuten spiegeln im Wesentlichen
die Vorstellungen, die sich aus Betrachtung der Kristallstrukturen ergeben, wider. Sie stellen
aber lediglich eine ,,Momentaufnahme* nach 24 h Reaktionszeit dar. Um Reaktionsverldufe
direkt vergleichen zu konnen ist eine kontinuierliche Verfolgung der Reaktion notwendig.
Hierfiir kommen vor allem Reaktionsverfolgungen mittels HPLC oder "H-NMR in Frage. Die
Verfolgung mittels NMR-Spektroskopie bietet gegeniiber einer Verfolgung mit Hilfe der
HPLC zahlreiche Vorteile. So lassen sich die einzelnen Signale direkt, oder indirekt {iber 2D-
Experimente, bestimmten Verbindungen zuordnen. Bei Verwendung der HPLC-Technik
miissen diese Verbindungen getrennt dargestellt und die Retentionszeiten bestimmt werden
um Signale sicher zuordnen zu konnen. Unter Umstdnden kann bei der Verfolgung von
enzymatischen Glycosylierungen die Bildung von Regioisomeren eine Trennung an der
HPLC erschweren. Eine Trennung der in der Reaktionslosung enthaltenen Verbindungen ist
bei Verwendung von NMR nicht notwendeig.

Beispielsweise wurde der Nachweis der Hydrolyse von glycosidischen Bindungen der
Neuraminsdure unter Retention an C-2 durch Sialidase aus Salmonella typhimurium durch
Verfolgung der Reaktion mittels NMR durch Wilson er al. erbracht.!''® Hier konnte allein
durch die Lage der charakteristischen Signale der axialen und &quatorialen Protonen der
Neuraminsdure an C-3 zwischen den Anomeren unterschiedenen und deren Umwandlung
ineinander verfolgt werden. Die Informationen tiber solche dynamischen Gleichgewichte
gehen bei HPLC-Messungen verloren und konnen daher mit dieser Methode nicht verfolgt
werden. Die Umsitze zu definierten Zeiten werden iiber Vergleich der entsprechenden
Signale im NMR-Spektrum bestimmt. Haselhorst ef al. untersuchten die Hydrolyse
verschiedener NeuSAc-Derivate durch T.c. Trans-Sialidase ebenfalls an Hand der
charakteristischen Signale der Protonen der Neuraminsiure an C-3 und deren Integration.*®!
In Kombination mit STD-NMR-Experimenten erwies sich diese Methode als sehr brauchbar

und die resultierenden Ergebnisse wurden parallel durch die von Amaya et al. verdffentlichte
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Kristallstruktur untermauert.'” Im Rahmen der Dissertation von Bjérn Neubacher im AK
Thiem an der Universitdit Hamburg wurden mit dieser Methode die zeitlichen Verldufe von
Ubertragung und Hydrolyse verschiedener Donorderivate untersucht.”’! Die Reaktionen
wurden, wie in den oben beschriebenen Arbeiten, direkt in der Probe gefiihrt, an der die
Messungen vorgenommen wurden. Der entscheidende Nachteil dieses Verfahrens liegt in der
kontinuierlichen Verdnderung der Zusammensetzung der Probe. Dies macht weitere
Untersuchungen, zum Beispiel durch 2D-Experimente unmdoglich. Zudem ist die Zahl der
»3cans® eingeschrinkt, was zu einem groBeren Fehler der Integrale und damit der
Bestimmung der Mengenverhiltnisse in der Probe fiihrt. Es ist also erstrebenswert die Proben
zu jeweils definierten Zeitpunkten ,,einzufrieren®. Dies ermoglicht beliebig viele ,,Scans® und
damit eine sehr hohe Genauigkeit. Zusitzlich konnen weitere Experimente durchgefiihrt

werden, die bei einer sich kontinuierlich verdndernden Probe nicht moglich wiren.

HO OH
0
HO 0
HO
18 HO R0 OH
R0 OH OMe COOH
COOH N OH
» \ J.c. Trans-Sialidase HO 070 0
HO (o) 0 NO, HN O HO 0]
N \ R~ HO ¥ 19
1
RI—{ Y OH HO 1o

HO NO,

8,4 8,2 8,0 7,8 7,6 7.4 7,2 7,0 6,8
pPpm

Abb. 45: NMR-Verfolgung an Hand der aromatischen Signale im 'H-NMR
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Aus diesen Griinden wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht auf die herkdmmliche
Methode der NMR-Verfolgung zuriickgegriffen. Substrate und Enzym wurden unter den
gleichen Bedingungen inkubiert, wie sie oben fiir die dargestellten Trisaccharide beschrieben
wurden. Zuvor wurden sowohl die Puffer- als auch Enzymlosung gefriergetrocknet, in D,O
geldst und erneut gefriergetrocknet. 25 umol Donorsubstrat wurden mit 35 pmol Akzeptor in
1 mL deuteriertem Tris-HCI-Puffer gelost und mit 80 uL Enzymldsung in DO versetzt. Zu
definierten Zeitpunkten wurden 100 pL Reaktionslosung entnommen und in zuvor mit einem
Gemisch aus MeOD/D,0O = 1/1 priparierte NMR-Rohrchen tiberfiihrt. Hier wird das Protein
durch MeOD denaturiert und der Zustand zu diesem Zeitpunkt ,.eingefroren”. Ein weiterer
Vorteil liegt in der Tatsache, dass Messpunkte in beliebig kurzen Abstinden genommen
werden konnen. Diese sind lediglich durch das Uberfiihren in die priparierten NMR-
Rohrchen begrenzt. Abbildung 45 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt aus dem aromatischen

Bereich eines NMR-Spektrums bei einem Umsatz von 45 %.
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Abb. 46: NMR-Verfolgung an Hand der aromatischen Signale im 'H-NMR

Abbildung 46 zeigt die mit Hilfe der beschriebenen Methode ermittelten Umsétze in zeitlicher
Abhingigkeit. Die Verldufe spiegeln im Wesentlichen die Ergebnisse wieder, die aus der

Bestimmung der Ausbeuten nach 24 h gewonnen wurden. Zu nennen sind hier die geringe
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Auswirkung der 9-O-Acylierung auf die Reaktionsgeschwindigkeit und die schnellere
Ubertragung von Neu5Gc im Vergleich zu NeuSProp trotz des vergleichbaren
Raumanspruches der Substituenten. Aus den Reaktionsverldufen wiirden sich allerdings
geringere Ausbeuten ergeben, als in den Versuchen zum Umsatz nach 24 h tatsdchlich
ermittelt wurden. Dies ist auf den Isotopeneffekt von Proton und Deuteronen zuriickzufiihren.
Protonen sind sehr kleine Atome mit einer gro3en rdumlichen Unbestimmtheit und gehorchen

daher nicht mehr ausschliefllich dem klassischen Modell. Ein MaB fir diese Unbestimmtheit

ist die deBroglie-Wellenldnge A =h/ \/2m—E , in der ,,h* als Planck-Konstante, ,,m* als Masse
des betrachteten Teilchens und ,,E*“ als seine Energie definiert sind. Bei der Annahme einer
Energie von 20 kJ/mol ergeben sich daraus 0.63 A fiir Protonen und 0.45 A fiir Deuteronen.
Da Protonen gewdhnlicher Weise iiber Abstinde dieser GroBenordnung hinweg iibertragen
werden, zeigen solche Reaktionen héufig ein nichtklassisches Verhalten, in dem der
Isotopeneffekt besonders deutlich zum Ausdruck kommt.!''! Dieser fiihrt auch bei
enzymatischen Reaktionen, in denen Protoneniibertragungen eine Rolle spielen, zu einer

Minderung der Reaktivitit in deuterierten Losungsmitteln. 2022

7 Enzymkinetik

Enzymatische Umsetzungen werden {iberlicherweise durch die Michaelis-Menten-Kinetik
beschrieben. Nach ersten Untersuchungen enzymatischer Reaktionen!'** '** fithrten Michaelis
und Menten eine genauere Untersuchung der Saccharosehydrolyse durch. Mit Hilfe der
gewonnenen Daten gelang es ihnen eine mathematische Beschreibung enzymkatalysierter

[125

Reaktionen zu entwickeln.!'*”) Demnach folgt der Bildung eines Enzym-Substratkomplexes

ES die Umsetzung zum Produkt:

k k
S+E —=—== ES 2 » p+E
k|

ki, k.; und k; bilden hierbei die Geschwindigkeitskonstanten der Einzelreaktionen. Weiteren
Annahmen durch Briggs ef al. folgend lautet die heute {ibliche Form der Michaelis-Menten
Gleichung, durch die die Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration beschrieben wird:

Vmax [S]
vV=—"——
Ky +[S]
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vmax Stellt die maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei Substratséttigung, die praktisch nie
erreicht wird, und Ky die Michaelis-Menten-Konstante dar. Michaelis und Menten
vernachléssigten in ihrer urspriinglichen Theorie, in ihrem speziellen Fall zufallig berechtigt,
die Dissoziation von ES zum freien Enzym und Produkt und beriicksichtigten so nur die

Bildung und die Dissoziation von ES:

ky
S+E ES
ki
Es ergibt sich daraus:
_EELS] K,
S O[ES] K

Die Erweiterung von Briggs ef al. fiihrte zur Einbeziehung von k; und damit zu:

K. - k, +k,

M kl
Die Michaelis-Menten-Gleichung ist exakt nur fiir Anfangsgeschwindigkeiten enzymatischer
Reaktionen giiltig. Die Griinde liegen zum einen in der Riickreaktion und zum anderen in

einer eventuellen Produkthemmung.

8 4 m 250 pmol/mL
® 12.5 umol/mL
T A 6.25 pmol/mL .-
v 3.13 ymol/mL
6 < 1.57 ymol/mL
=
=
=
N 4 4 il
m
()]
=
=
24 S, T I
,,,,, ‘_" [ —

T
0 50 100

t [min]

Abb. 47: Zeitabhidngiger Umsatz bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (pNP-Neu5Ac 6)
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Die charakteristischen Groflen der Michaelis-Menten-Gleichung, Ky und vy.x, werden unter
der Annahme der Abhdngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
durch die Anderung der Konzentrationsverhiltnisse bestimmt. Die kinetischen Daten fiir die
Donorsubstrate 6, 29, 23 und 26 wurden durch die Verfolgung der enzymatischen
Ubertragung der Sialinsiurederivate bei verschiedenen Substratkonzentrationen gewonnen.
Abbildung 47 zeigt beispielhaft die Ubertragung von NeuSAc bei definierten
Substratkonzentrationen. Die jeweiligen Ableitungen im Nullpunkt ergeben die
Startgeschwindigkeiten fiir die sich durch die Verdiinnungsreihe ergebenden
Substratkonzentrationen. Diese lassen sich in einem Michaelis-Menten-Diagramm

(Abbildung 48) darstellen.

0,10 5

0,08 -

o

o

(o]
1

vV, [pmol/min]
o
=
|

0,02

0,00 T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Substratkonzentration [umol/mL]

Abb. 48: Startgeschwindigkeit in Abhéngigkeit der Substratkonzentration (pNP-Neu5Ac)

Ublicherweise werden Ky und Vi nicht direkt dem Michaelis-Menten-Diagramm
entnommen. Es haben sich verschiedene Verfahren zur Linearisierung der Messwerte
etabliert. Verfahren zur Ermittlung kinetischer Daten iiber die Linearisierung von
Messpunkten stammen aus der Zeit, in der die Nicht-Lineare-Regression mit Hilfe von

Rechnern nicht moglich war. Am weitesten verbreitet ist die doppelt-reziproke Auftragung
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nach Lineweaver und Burk.!"*! Die Linearisierung erfolgt hier durch Kehrwertbildung der
Michaelis-Menten-Gleichung:
1 Ky 11

—+
v v [S] v

Entsprechend lassen sich vy.x und Ky aus dem y-Achsenabschnitt und der Steigung
berechnen. Abbildung 49 zeigt die Auftragungen nach Lineweaver und Burk fiir alle

untersuchten Donorderivate.
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Abb. 49: Lineweaver-Burk-Diagramm fiir untersuchte Donordeivate

Die auf diese Weise erhaltenen kinetischen Daten sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Diese
spiegeln im Wesentlichen die Beobachtungen aus der Konzentrationsverfolgung der

enzymatischen Ubertragung (Abbildung 46) wieder.

Kym [nM] | Vinax [nmol/min]
PpNP-Neu5Ac 10 91
PNP-Neu5Gce 31 41
pNP-NeuS5Prop 45 12
PpNP-Neu5Ac9But 10 51

Tabelle 2: Kinetische Daten der untersuchten Donorderivate

51



Zusammenfassung

8 Zusammenfassung

Trans-Sialidase ist ein membrangebundenes Enzym, das zur Superfamilie der Sialidasen
gehort und in vivo fiir die Ubertragung von NeuSAc verantwortlich ist. Auf Grund ihrer
Regio- und Stereospezifitit stellt sie eine interessante Alternative zur chemischen Synthese
sialylierter Oligosaccharide dar. Diese Eigenschaft wurde im Rahmen dieser Arbeit als Teil
einer Kooperation mit dem Massachusetts Institute of Technology (Department of Brain &
Cognitive Sciences) zur chemoenzymatischen Synthese von Sialylallolactose genutzt. Die
enzymatische Ubertragung von NeuSAc gelang in einer Ausbeute von 87 %. Des Weiteren
gelang es, verschiedene Neuraminsdurederivate darzustellen und als pNP-Glycoside fiir die
enzymatische Umsetzung mit Trans-Sialidase aus 7.c. zu aktivieren. Unter anderem gelang es,
die biologisch sehr relevante Glycolylneuraminsdure auf diese Weise in einer Ausbeute von
60 % auf Allolactose als Akzeptor zu iibertragen. Neu5SProp wurde in einer Ausbeute von
32 % transglycosyliert. Im Vergleich mit Neu5Gce stellt dieser Befund ein interessantes
Ergebnis dar. Der vergleichbare Raumanspruch der Acylkomponenten der Neuraminsidure
wiirde einen solchen Unterschied nicht rechtfertigen. Hier spielt die zusitzliche OH-Gruppe
eine wesentliche Rolle. Anzunehmen ist eine hohere Affinitdt durch Stabilisierung {iber
Wasserstoftbriicken durch Aspgs, das bei NeuSAc fiir die Fixierung des amidischen
Stickstoffes in der Bindungstasche der Trans-Sialidase verantwortlich ist. Derivatisierungen
durch 9-O-Acylierung zeigten kaum Auswirkungen auf die erhaltenen Ausbeuten. So konnte
Neu5Ac9But in einer Ausbeute von 78 % auf Allolactose {ibertragen werden. Die Ausbeuten
spiegeln damit die Erwartungen wieder, die sich aus der Betrachtung der Kristallstrukturen
von Trans-Sialidase aus 7.c. ergeben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen somit die Niitzlichkeit der Trans-Sialidase
in der Darstellung sialylierter Oligosaccharide, insbesondere einiger nichtnatiirlicher Derivate
der Neuraminséure. Zusdtzlich kdnnen Riickschliisse gezogen werden, die weitere Ansétze fiir
das Design von Inhibitoren der Trans-Sialidase bieten. Zu nennen ist hier vor allem der
Befund der besseren Ubertragbarkeit von Neu5Gc gegeniiber NeuSProp, der Hinweis auf

einen nicht unerheblichen Einfluss von Aspog ist.

Die Modifizierung der NMR-Verfolgung der enzymatischen Ubertragung von NeuSAc
ermdglicht es Messpunkte in sehr kurzen zeitlichen Abstdnden zu nehmen, die sich dann in
threr Zusammensetzung nicht mehr veridndern. Dies ermdglicht weitere Untersuchungen, zum

Beispiel die Bestimmung von Regioisomeren mit Hilfe von 2D-Experimenten. Zusitzlich ist
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die Zahl der ,Scans“ nicht beschrinkt und es konnen daher sehr viel geringere
Konzentrationen mit einem geringeren Fehler in den Integralen detektiert werden. Der
geringere Fehler wird vor allem im Vergleich mit bei Reaktionsverfolgungen ebenfalls
eingesetzten HPLC-Untersuchungen deutlich. Diese weisen einen sehr viel groBBeren Fehler

auf und sind mit einem deutlich hoheren Zeitaufwand verbunden.
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9 Summary

Trans sialidase is a membrane-bound enzyme which belongs to the super family of sialidases
and is, in vivo, responsible for the transfer of NeuS5Ac. Because of its regio- and
stereospecificity it presents an interesting alternative to the chemical synthesis of sialylated
oligosaccharides. This characteristic was used here, in cooperation with the Massachusetts
Institute of Technology (Department of Brain & Cognitive Sciences), in order to chemo-
enzymatically synthesise sialylallolactose. In this case, the enzymatic transfer of NeuSAc
succeeded with a 87 % yield. Additionally, various neuraminic acid derivates were
synthesised and activated as pNP-glycosides for the enzymatic transformation with trans
sialidase of T.c. Furthermore, the biologically highly relevant glycolyl neuraminic acid was
successfully transferred with a 60 % yield onto the acceptor allolactose. NeuSProp was
transglycosylated with a yield of 32 %. The difference to the respective results of Neu5Gc is
significant. The respective steric demand of the acyl components of the neuraminic acid does
not explain this difference. Apparently, the additional OH group is of importance. A higher
affinity due to the stabilisation by hydrogen bounds via Aspes is likely, which is responsible
for the fixation of amidic nitrogen in the binding pocket of the trans sialidase.

The resulting yields hardly differed when derivates of 9-O-acylation were tested. This way,
Neu5Ac9But could be transferred onto allolactose in 78 % yield. The expectations of yield
raised by the observation of crystalline trans sialidase of 7.c. could be satisfied. Therefore, the
conclusion of this study confirm the importance of trans sialidase in the synthesis of sialylated
oligosaccharides, especially of certain unnatural derivates. Moreover, inferences about the
further design of inhibitors of trans sialidase can be made. Especially the higher transfer of
Neu5Gc in comparison to Neu5Prop is significant, as it indicates the relevance of Aspos.

The modification of kinetic NMR studies of the enzymatic transfer of Neu5Gc enables
measurements within short intervals and constant sample composition. This enables further
investigations, e.g. determination of regioisomers with the use of 2D experiments.
Additionally, the number of scans is not limited and therefore much smaller concentrations

can be detected with reduced errors for integration.
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10 Experimenteller Teil

10.1 Allgemeine Methoden

Reaktionsfithrung:
Mit Ausnahme von Reaktionen, die in wissrigem Medium gefithrt wurden, kamen
absolutierte Losungsmittel unter Anwendung der Schlenk-Technik zum Einsatz. Lyophilisiert

wurde an einer Alpha 1-4 LD (Christ).

Enzymatische Reaktionen wurden in einem Eppendorf Thermomixer Comfort in Eppendorf
Einweggefillen gefiihrt. Pufferlosungen wurden mit bidestilliertem Wasser frisch angesetzt
und pH-Werte mit einem Toledo MP220-pH-Meter bestimmt. Zentrifugiert wurde mit einer
Eppendorf Centrifuge 5417 R.

Chromatographie:
Reaktionen wurden auf DC-Alufolien (Kieselgel 60 Fys4 (Merck) / RP-18 Fisss (Merck))
verfolgt. Die Detektion erfolgte mittels Besprithen mit 20%iger ethanolischer Schwefelsdure

mit anschlieender Wiarmebehandlung oder durch Detektion im UV-Licht.

Die sdulenchromatographische Reinigung der Produkte erfolgte nach der Flash-Methode mit
Kieselgel Silica 32-63, 60 A (ICN) oder Kieselgel 60 RP-18 (40-63 um) (Merck) und den
jeweils angegebenen Laufmitteln. Die Fraktionen wurden diinnschichtchromatographisch mit

den oben angegebenen Mitteln detektiert.

Spektroskopie:

Die Messung der 'H-NMR-Spektren (400 MHz) und der C-NMR-Spektren (101 MHz)
erfolgten an einem AMX-400 der Firma Bruker. '"H-NMR-Spektren (500 MHz) wurden auf
einem DRX-500 der Firma Bruker gemessen. Die Signale konnten mit Hilfe von HH-COSY-,
CH-COSY-, HMBC-, und HMQC-Experimenten zugeordnet werden. Die Spektren wurden
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ohne Verwendung von Tetramethylsilan als Standard auf die jeweiligen charakteristischen

Losungsmittelsignale kalibriert.

Massenspektrometrie:
MALDI-TOF-MS wurde mit einem Bruker Biflex III (positive reflector mode, Matrix: 2,5-
Dihydroxybenzoesidure, DHB) durchgefiihrt

Analytik:
Die Bestimmung der Drehwerte erfolgte an einem Perkin-Elmer-Polarimeter mit Hg-Lampe
(546 nm, Kiivettenldnge: 1 dm) bei 20 °C. Die Ermittlung der Schmelzpunkte wurde an einem

Schmelzpunktbestimmer der Firma Apotec durchgefiihrt.

10.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Acetylierung freier OH-Gruppen

Die freien Verbindungen wurden in Pyridin gelost und unter Eiskiithlung mit einem
Uberschuss Ac,O versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei RT geriihrt und die
Reaktion durch kodestillatives Entfernen des Losungsmittels mit Toluol beendet. Unter

Umsténden erfolgte eine sdulenchromatographische Reinigung des Produkts.

AAYV 2: Deacetylierung nach Zemplén

Die acylierten Verbindungen wurden in Methanol gelost und mit frisch angesetzter
methanolischer Natriummethanolatlosung versetzt und so auf einen pH-Wert von 8-9
eingestellt. Nach diinnschichtchromatographischer Priifung auf Vollstédndigkeit der Reaktion
wurde sie durch Neutralisation mit Amberlite IR 120 (H") beendet. Das Losungsmittel wurde

im Vakuum entfernt und die Produkte sdulenchromatographisch gereinigt.

AAYV 3: Verseifung der Methylester

Die Edukte wurden in 0.1 M NaOH gelost und bei RT geriihrt. Die Reaktionen wurden
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Bei vollstandigem Umsatz wurde die Reaktion durch
Neutralisation mit Amberlite IR 120 (H") abgebrochen. Die Reaktionsldsung wurde
Gefriergetrocknet.

56



Experimenteller Teil

AAV 4: Transglycosylierung mit Trans-Sialidase aus 7. cruzi

Zur Synthese der sialylierten Oligosaccharide wurden 25 umol des jeweiligen Akzeptors mit
35 umol des Akzeptors in 1 mL Tris-HCI-Puffer (100 mM, pH =7.5) gelost. Die Losung
wurde mit 80 uL Enzymlésung (1.3 mg/mL Enzym) versetzt. Die Reaktion wurde
diinnschichtchromatographisch verfolgt (Laufmittel: Butanol/Essigsdure/Wasser = 5/2/2). Sie
wurde durch Zugabe von Methanol abgebrochen, die Losung zentrifugiert und vom

denaturierten Protein abgetrennt. Die Reinigung erfolgte groBenausschlusschromatographisch

iiber Biogel P-2.

10.3 Spezielle Arbeitsvorschriften

Methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy- -D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat (4)

C20H23CINO ; (509.13) AcO OAc

Ausbeute: 4.24 g (8.33 mmol, 97 %) w
AcO" COOM
braunlicher Feststoff, Smp.: 61 °C AcCHN e 2 ¢
C
R¢=0.40 (Toluol/Aceton = 3/2)
[a]Z, =-61 (c 1, CHCL) Lit®": [a]% =-63 (¢ 1, CHCl3)

4.60 g (8.63 mmol) 20a/208 werden bei 0°C in 65 mL (0.91 mol) AcCl geldst und
tropfenweise mit 1.2mL (30 mmol) MeOH versetzt. Das Reaktionsgemisch wird
anschlieBend bei verschlossenem Reaktionsgefdll ca. 17 h bei RT geriihrt. Durch Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum wird die Reaktion abgebrochen und das Produkt getrocknet.
Anschlieend wird die Reaktion von neuem gestartet und nach 16 h wie oben abgebrochen.

Losungsmittelreste werden im Vakuum entfernt.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 5.28 (dd, 1H, H-7); 5.21 (m, 2H, H-4/NH); 4.98
(ddd, 1H, H-8); 4.23 (dd, 1H, H-9a); 4.16 (dd, 1H, H-6); 4.01 (dd, 1H, H-5); 3.87 (dd, 1H, H-
9b); 3.69 (s, 3H, COOCH3); 2.59 (dd, 1H, H-3.y); 2.09 (dd, 1H, H-34); 1.93, 1.89, 1.86, 1.85,
1.72 (je s, 3H, COCHs).
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Tsaxzeq= 14.0 Hz; *Jsax 4= 10.9 Hz; *J3eqa= 5.1 Hz; *J45=10.7 Hz; *Js 5= 10.9 Hz, *Js7= 2.7
Hz; *J75="7.1 Hz; *Jg0.= 2.8 Hz; *J3.0p= 6.4 Hz; *Jo, 0= 12.6 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, CDCls): § [ppm] = 97.00 (C-2); 70.30 (C-6); 70.25 (C-8); 69.14 (C-4);
67.23 (C-7); 62.46 (C-9); 54.22 (COOCH3); 49.23 (C-5); 41.07 (C-3); 23.58 (COCH3); 21.35,
21.24,21.20, 21.17 (je COCHs).

4-Nitrophenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonsaure) (6)

C17H22N>011 (430.12)
HO OH
Ausbeute: 320 mg (0.74 mmol, 89 %) COOH
farbloser Feststoff, Smp.: 136 °C AISI({)I\\I Q OONOz
HO
R¢=0.65 (CHCIl3/MeOH/H,0 = 10/10/1)

[a]st =+98 (c 1, H,0)  Lit™": [o]} =-53 (c 1, MeOH)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 453.5 [M+Na]"

Unter Riithren werden 370 mg (0.83 mmol) 22 in 60 mL 0.1 M NaOH nach AAV3 gel6st und
unter DC-Kontrolle (Laufmittel: CHCIl;/MeOH/H,O = 10/10/1) bei RT geriihrt. Nach
50 Minuten wird mit Ionentauscher Amberlite IR 120 (H") neutralisiert und anschlieBend

lyophilisiert.

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.21 (d, 2H, H-auom); 7.28 (d, 2H, H-byrom); 4.21 (dd,
1H, H-6); 3.97 (dd, 1H, H-5); 3.87-3.80 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.58
(dd, 1H, H-7); 2.83 (dd, 1H, H-3,); 2.05 (dd, 1H, H-3,,); 2.04 (s, 3H, COCHs).

Tsaxzeq= 13.0 Hz; *Jsay 4= 12.7 Hz; *J3eqa= 4.8 Hz; *J45=10.4 Hz; *J5 5= 10.4 Hz; *Js7= 1.5
Hz; ’J;5=8.9 Hz; *Jg 0o = 6.6 Hz; “Joa 00 = 12.4 Hz; *J 112 11byarom = 9.4 Hz.
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BC-NMR (101 MHz, D,0): § [ppm] = 125.99 (C-aurom); 120.18 (C-barom); 74.28 (C-6); 71.43
(C-8); 68.56 (C-7); 67.68 (C-4); 63.29 (C-9); 52.01 (C-5); 40.86 (C-3); 22.42 (COCHs).

Methyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-galacto-D-glycero-2-nonulo-

pyranosylonséure)-(2-3)-(/-D-galactopyranosyl)-(1-6)-a-D-glucopyranosid (9)

Co4H41NOyg (647.58 HO OH
24H41NOy9 ( ) coonr
farbloser Feststoff, Smp.: 142 °C AH}%\\I 07~0 o .
R¢ (BuOH/AcOH/H,0 =5/2/2)=0.10 " g 0 H}%&ﬁ
OH'OH HO
[a]2 : +33 (¢ 1, H,0) OMe

Ausbeute: 14 mg (22 umol, 87 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 670.4 [M+Na]"; 686.3 [M+K]"

11 mg (25 umol) 6 werden mit 13 mg (35 umol) a-Methyl-allolactosid (18) in 1 mL Puffer
(Tris-HCI, pH = 7.5) nach AAV4 inkubiert. Durch Zugabe von 1.5 mL Ethanol wird die
Reaktion beendet. Die Losung wird 30 min. zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand
abgenommen. Dieser wird lyophilisiert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt an Biogel P2
(Laufmittel: H,O).

'H-NMR (400 MHz, D,O): & [ppm] = 4.85 (d, 1H, H-1); 4.54 (d, 1H, H-1°); 4.22 (dd, 1H, H-
6a); 4.14 (dd, 1H, H-3"); 4.00 (m, 17H, H-2/H-2°/H-3/H-4/H-4’/H-4>*/H-5/H-5"/H-5""/H-
6b/H-6’a/H-6’b/H-6""/H-7>/H-8"°/H-9°"a/H-9>’b); 3.47 (s, 3H, OCHs); 2.81 (dd, 1H, H-
3”’eq); 2.08 (s, 3H, COCH;); 1.84 (dd, 1H, H-3""ax).

Ti2=1.8;Tpp = 8.0; *Jp3 = 9.8; T34 = 3.3; Tyraear = 12.1; Taoaxzeq = 12.3; “T3reqar =
4.5;Ts6a=2.0; “Jeaep 11.8 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, D;0): & [ppm] = 103.39 (C-1"); 100.10 (C-2""); 99.76 (C-1); 76.17 (C-
3°); 75.29 (C-7°"); 73.25, 73.23 (C-5’/C-6""); 72.15 (C-5); 71.49, 70.94, 69.52 (C-2/C-2’/C-
87); 69.45 (C-4); 68.69 (C-3); 68.56 (C-6); 68.41 (C-4°"); 67.86 (C-4"); 62.91 (C-6); 61.36
(C-97"); 55.63 (OCH3); 52.03 (C-5""); 40.09 (C-3"); 22.40 (COCHj).

59



Experimenteller Teil

Methyl-6-O-trityl-o-D-glucopyranosid (14)

Ca6Has05 (436.19)

farbloser Feststoff, Smp.: 84 °C OTrt
HO 0
R; (CHCl3/MeOH = 5/1) = 0.63 HO
HO
OMe

[a]2 : +27 (¢ 1, MeOH)
Ausbeute: 10.3 g (23.6 mmol, 86 %)

5.34 g (27.5 mmol) Methyl-a-D-glucopyranosid (13) und 9.22 g (33.0 mmol) Tritylchlorid
werden in 40 mL abs. Pyridin geldst und bei 40 °C 15 h geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe von Methanol und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum abgebrochen. Das

Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: CHCls/MeOH = 5/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] =7.47 (dd, 6H, Trityl-ortho); 7.28 (dd, 6H, Trityl-
meta); 7.22 (dddd, 3H, Trityl-para); 4.75 (d, 1H, H-1); 3.75 (ddd, 1H, H-5); 3.60 (dd, 1H, H-
3); 3.51 (s, 3H, OCH3); 3.43 (dd, 1H, H-2); 3.39 (dd, 1H, H-6a); 3.26 (dd, 1H, H-5); 3.22 (dd,
1H, H-6b).

J12=3.8,"T23=9.5; T34 =9.4; °J45 = 10.2; *Ts6a = 2.0; *Ts.6b = 6.6; “Tga60 = 9.9; I = 8.6;
Tmp = 8.6; Jop = 1.2 Hz.

B3C-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 146.00 (CaromCPhs); 130.37 (C-ortho); 129.13 (C-
meta); 128.43 (C-para); 101.55 (C-1); 88.09 (CPhs); 75.85 (C-3); 74.01 (C-2); 72.93 (C-5);

72.69 (C-4); 65.36 (C-6); 55.84 (CH).

Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-O-trityl-a-D-glucopyranosid (15)

C47H4009 (74827) OTrt

(0]
farbloser Feststoff B%ga&‘
R; (PE/EE = 5/2) = 0.37 B200Me

[a]2 : 431 (c 1, CHCL)

546 *

Ausbeute: 9.26 g (12.4 mmol, 54 %)
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10.0 g (22.9 mmol) 14 werden in 40 mL abs. Pyridin geldst und bei 0 °C mit 18.6 mL
(160 mmol) Benzoylchlorid und 40 mg DMAP versetzt. Die Reaktion wird 24 h bei RT
geriihrt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch Uberfiihren der Losung in 50 mL Eiswasser.
Es werden 10 mL Methanol zugegeben und mit DCM ausgeschiittelt. Die organische Phase
wird mit 2M HCI, gesittigter NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen und iiber MgSO4
getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

sdulenchromatographisch (Laufmittel: PE/EE = 5/2) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg¢): & [ppm] = 8.19-6.76 (m, 30H, H-arom); 6.65 (dd, 1H, H-3); 5.96
(dd, 1H, H-4); 5.59 (dd, 1H, H-2); 5.36 (d, 1H, H-1); 4.35 (ddd, 1H, H-5); 3.50 (dd, 1H, H-
6a); 3.45 (dd, 1H, H-6b); 3.15 (s, 3H, OCHs).

J12=3.6;T3=10.4; T34 =10.2; *J45 = 10.2; *Js 6= 2.5; *Js.60 = 5.3; “Jeasp = 10.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢Ds): & [ppm] = 144.72 (CaromCPhy); 133.61, 133.34, 133.29, 130.62,
130.44, 130.38, 128.93, 128.82, 128.72 (CsHsCOO); 129.51 (Cryy-ortho); 128.47 (Crii-
meta); 125.52 (Cryigyi-para); 97.87 (C-1); 87.66 (CPhs); 73.23 (C-2); 71.90 (C-3); 70.58 (C-4);
70.23 (C-5); 63.69 (C-6); 55.49 (CH;).

Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-a.-D-glucopyranosid (16)

Ca3H2609 (506.16)
OH
farbloser Feststoff B2O /é%
R (Toluol/EE = 8/1) = 0.12 B0
OMe
[a]2 : +23 (c 1, CHCl3)
Ausbeute: 970 mg (1.92 mmol, 88 %)

1.64g (2.19mmol) 15 werden unter Eiskiihlung bei 0°C in 3.5mL 90 %iger
Trifluoressigsdure gelost und die Reaktion nach fiinf Minuten diinnschichtchromatographisch
(Laufmittel: Toluol/EE = 10/1) auf quantitative Umsetzung gepriift. Die Reaktion wird durch
Uberfiihren in 100 mL kaltes DCM beendet. Die organische Phase wird jeweils zweimal mit

ges. NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
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Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sédulenchromatographisch (Laufmittel: Toluol/EE =
8/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds): & [ppm] = 8.18-6.66 (m, 15H, H-arom): 6.66 (dd, 1H, H-3); 5.77
(dd, 1H, H-4); 5.48 (dd, 1H, H-2); 5.20 (d, 1H, H-1); 3.90 (ddd, 1H, H-5); 3.65 (dd, 1H, H-
6a); 3.56 (dd, 1H, H-6b); 2.98 (s, 3H, OCHj).

3J1,2 = 38, 3]2,3 = 99, 3J3,4 = 99, 3J4,5 = 99, 3J5,6a = 2.3; 3J5,6b = 4.3; 2J6a,6b =12.7 Hz.
BC-NMR (101 MHz, CgD¢): 6 [ppm] = 133.82, 133.68, 133.44 (je C-para); 130.57, 130.28,

130.03 (je C-ortho); 129.00, 128.97, 128.88 (je C-meta); 97.82 (C-1); 73.02 (C-2); 71.37 (C-
3); 70.81 (C-5); 70.49 (C-4); 61.81 (C-6); 55.48 (CH;)

Methyl-2,3,4-tri-O-benzoyl-6-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- -D-galactopyranosyl)-
a-D-glucopyranosid (17)

AcO _OAc
C42H44015 (836.79) 0
AcO O
farbloser Feststoff ¢ AcQ /g%
BZBOO
[a]2,: +40 (¢ 1, CHCLy) T80

OMe
Ausbeute: 38 mg (45 umol, 45 %)

In einem ausgeheizten Kolben mit Molsieb 4A werden 100 mg (203 pmol) 12 und 51 mg
(101 pumol) 16 iiber Nacht im Vakuum getrocknet. Es werden 3 mL abs. Dichlormethan
zugegeben, eine Stunde bei RT geriihrt und anschlieBend auf -20 °C gekiihlt und 150 uL
TMS-OTf-Losung (8 pL/mL DCM) zugegeben. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: PE/EE = 3/1) kontrolliert. Nach 30 min wird mit
Et;N neutralisiert, mit DCM verdiinnt, Feststoff abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: PE/EE = 3/1 — 1/1)

gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds): & [ppm] = 8.17-8.15 (m, 2H, H-arom); 8.02-7.98 (m, 4H, H-
arom); 6.99-6.77 (m, 9H, H-arom); 6.65 (dd, 1H, H-3); 5.77 (dd, 1H, H-4); 5.69 (dd, 1H, H-
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2°); 5.55 (dd, 1H, H-2); 5.47 (dd, 1H, H-4); 5.24 (d, 1H, H-1); 5.17 (dd, 1H, H-3"); 4.35
(ddd, 1H, H-5); 4.28 (d, 1H, H-1°); 4.14 (dd, 1H, H-6a); 4.06 (dd,1H, H-6"a); 3.99 (dd, 1H, H-
6°b); 3.67 (dd, 1H, H-6b); 3.33 (dd, 1H, H-5"); 3.17 (s, 3H, OCHs); 1.93, 1.73, 1.62, 1.55 (je
s, 3H, COCH3).

12=3.6;"T12=7.9;T3=104; T3 =10.7; ’ T34 =9.9; *J34=3.6; °J45=9.7; *Jy.5 = 1.0;
3T5.60=2.0;Ts.60=5.9; *J5 .60 = 6.6 J5 65 = 6.6; “sasp = 10.7; *Jgugp = 11.2 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): & [ppm] = 133.78, 133.66, 133.42 (C-para); 130.47, 130.29,
130.03 (C-ortho); 128.78, 128.66, 128.42 (C-meta); 102.19 (C-1°); 97.69 (C-1); 72.96 (C-2);
71.78 (C-3); 71.67 (C-3’); 71.28 (C-5); 70.61 (C-4); 69.68 (C-2°); 69.59 (C-5); 68.85 (C-6);
67.72 (C-4"); 61.63 (C-6")55.63 (OCHs3); 21.04, 20.65, 20.48, 20.28 (COCH3).

Methyl-6-O-(f-D-galactopyranosyl)- a-D-glucopyranosid (18)

Ci3H201; (356.32) HO _OH
farbloser Feststoff &O
HO O
Ry (BuOH/AcOH/H,O = 5/2/2) = 0.26 HOHO&%
HO
[a]2,: +76 (c 1, MeOH) HOL o

Ausbeute: 28 mg (79 umol, 66 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 378.9 [M+Na]"

100 mg (120 pmol) 17 werden in 30 mL abs. MeOH geldst und mit 10 % NH3/MeOH versetzt
bis pH = 9 erreicht ist. Die Losung wird bei RT geriihrt bis DC-Kontrolle vollstindigen
Umsatz anzeigt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

sdulenchromatographisch (Biogel P2) gereinigt.
'H-NMR (400 MHz, CgD¢): & [ppm] = 4.81 (d, 1H, H-1); 4.44 (d, 1H, H-1"); 4.19 (dd, 1H,
H-6a); 3.93-3.88 (m, 2H, H-4’/H-6b); 3.83-3.73 (m, 3H, H-5/H-6’a/H-6’b); 3.72-3.64 (m, 3H,

H-3/H-3’/H-4); 3.59-3.50 (m, 3H, H-2/H-2°/H-5"); 3.43 (s, 3H, OCHs).

3J1,2 = 38, 3]1’72’ = 7.9; 3J5,6a = 2.0; 2J6a,6b =10.7 Hz.
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BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 103.74 (C-1"); 99.76 (C-1); 75.51 (C-4); 73.33 (C-3°);
73.07 (C-3); 71.51 (C-2); 71.12 (C-2°); 70.95 (C-5); 69.59 (C-5"); 69.03 (C-4"); 68.72 (C-6);
61.38 (C-6); 55.64 (OCH3).

Methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-/D-glycero-D-galacto-2-nonulo-

pyranosylonat (19)
C12H21N09 (32312) HO OH
OH
Ausbeute: 4.31 g (13.3 mmol, 82 %) A
HO! O COOMe
farbloser Feststoff, Smp.: 178 °C AcHN

HO
R; = 0.75 (EtOH/AcOH/H,0 = 4/1/1)

[a]3 =-32 (¢ 1, H,0) Lit®”: [a]? =-46 (c 1, MeOH)

5.00 g (16.2 mmol) N-Acetylneuraminsidure 1 werden mit 5.00 g gewaschenem lonentauscher
DOWEX 50W-8X (H") in 160 mL abs. Methanol suspendiert und 65 h bei RT geriihrt. Das
Ende der Reaktion wird diinnschichtchromatographisch — detektiert —(Laufmittel:
EtOH/AcOH/H,0 = 4/1/1). Der Ionentauscher wird abfiltriert, mit Methanol gewaschen und

das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 4.08-4.00 (m, 2H, H-4/H-6); 3.85-3.81 (m, 2H, H-
5/H-9a); 3.79 (s, 3H, COOCH3); 3.71 (ddd, 1H, H-8); 3.63 (dd, 1H, H-9b); 3.49 (dd, 1H, H-

7); 2.23 (dd, 1H, H-3y); 2.02 (s, 3H, COCHs); 1.90 (dd, 1H, H-3,).

Tiaxzeq = 13.0 Hz; *J3a04 = 11.4 Hz; *J304 = 4.8 Hz; *Jy5= 8.2 Hz; *Js6=10.9 Hz; *Js;,= 1.3
Hz; *J;5= 8.9 Hz; *Jg0.= 3.0 Hz; *J3.0o= 5.8 Hz; *Joa0o=11.4 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, MeOD): § [ppm] = 95.57 (C-2); 71.22 (C-6); 70.98 (C-8); 69.10 (C-7);
66.75 (C-4); 63.74 (C-9); 53.24 (C-5); 52.03 (COOCH3); 39.61 (C-3); 21.52 (COCHa).

64



Experimenteller Teil

Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosylonat (20a./20)

AcO OAc
C22H31NOy4 (533.17) \—ch
AcO" O COOMe
Ausbeute: 5.00 g, B/a=3/1 AcHN
AcO
farbloser Schaum
R¢=0.98 (DCM/MeOH = 10/1) AO  OAc
R;= 0.64 (DCM/MeOH = 10/1) L%om
AcOM" O OAc
AcHN
AcO

Unter wasserfreien Bedingungen werden 2.84 ¢ (8.79 mmol) 19 in 40 mL Pyridin
aufgenommen und tropfenweise bei 0 °C mit 20 mL Ac,O versetzt. Das Reaktionsgemisch
wird ca. 17 h bei RT geriihrt und die Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel:
DCM/MeOH = 10/1) verfolgt. Pyridin wird codestillativ mit Toluol entfernt und der
Riickstand im Vakuum getrocknet.

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: EE).

Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonat:

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.91 (d, 1H, NH); 5.69 (dd, 1H, H-7); 5.61 (ddd, 1H,
H-8); 5.17 (ddd, 1H, H-4); 4.98 (dd, 1H, H-6); 4.83 (dd, 1H, H-9a); 4.57 (ddd, 1H, H-5); 4.34
(dd, 1H, H-9b); 3.48 (s, 3H, COOCH3); 2.69 (dd, 1H, H-3.,); 2.10 (dd, 1H, H-3,,); 2.00, 1.99,
1.80, 1.76, 1.73, 1.64 (je s, 3H, COCH).

Tiaxzeq = 13.0; *Jaaxa= 10.7; *Jeqa = 4.6; *J45=10.7; *Ts 6= 10.9; *Jsxu = 10.2; *J 7= 2.3; *J15
=4.1; Tg0.= 1.6; *Tgop= 6.6; “Joa0o= 12.5 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢De): & [ppm] =96.46 (C-2); 75.35 (C-6); 72.32 (C-8); 69.26 (C-4);

68.66 (C-7); 63.28 (C-9); 53.05 (COOCHs3); 49.43 (C-5); 37.87 (C-3); 23.40, 21.21, 21.06,
20.86, 20.60 (je COCHs).
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Methyl-5-acetamido-2,4,7,8,9-penta-O-acetyl-3,5-didesoxy-/#D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonat:

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.63 (dd, 1H, H-7); 5.45 (ddd, 1H, H-8); 5.18 (ddd,
1H, H-4); 5.06 (dd, 1H, H-9a); 4.63 (d, 1H, NH); 4.51-4.42 (m, 2H, H-5/9b); 4.10 (dd, 1H, H-
6); 3.45 (s, 3H, COOCH3); 2.57 (dd, 1H, H-3.y); 1.95 (dd, 1H, H-3,); 1.90, 1.84, 1.76, 1.72,
1.63, 1.61 (je s, 3H, COCHs).

2J3ax’3eq = 13.5; 3J3ax,4: 11.5; 3J3eq’4 = 5.1; 3J4’5 = 11.0; 3J5,6: 106, 3J5,NH = 10.2; 3J6’7: 2.6; 3J7,8
=3.8; *J3.0a=2.3; “Tgop=7.3; “Joa0o= 12.2 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢Ds): 5 [ppm] =98.43 (C-2); 74.13 (C-6); 73.43 (C-8); 68.92 (C-4);
68.69 (C-7); 63.27 (C-9); 53.23 (COOCH); 49.39 (C-5); 37.00 (C-3); 23.32, 21.13, 20.95,
20.81,20.74, 20.66 (je COCH).

4-Nitrophenyl-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (21)

Cy6H32N2015 (612.18) AcO OAc

Ausbeute: 1.64 g (2.68 mmol, 45 %) \_wOMG

farbloser Feststoff, Smp.: 96 °C ﬁcCP(I)I\\I o 2 OON%
R;=0.41 (EE)

[a]2, =+45 (c 1, CHCLy) Lit™*: Smp. = 104 °C
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 635.1 [M+Na]", 651.1 [M+K]"

3 x 1.00 g (5.89 mmol) 4 werden mit 3 x 800 mg TBA-HSO4 und 3 x 420 mg (9.06 mmol) p-
Nitrophenol in jeweils 10 mL Dichlormethan in jeweils einer Falcon-Tube gelost und jeweils
8 mL 1M NaOH hinzugegeben. Es wird etwa drei Stunden bei RT stark geriihrt. DC-
Kontrolle (Laufmittel: EE). Abbruch der Reaktion erfolgt durch Ausschiitteln mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlosung. Die organische Phase wird {iber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wird

sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: EE).
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'H-NMR (400 MHz, CsDe): & [ppm] = 8.16 (d, 2H, H-aurom); 7.11 (d, 2H, H-barom); 5.78 (ddd,
1H, H-8); 5.56 (dd, 1H, H-7); 4.97 (ddd, 1H, H-4); 4.74 (dd, 1H, H-6); 4.53-4.44 (m, 2H, H-
5/H-9a); 4.30 (dd, 1H, H-9b); 3.16 (s, 3H, COOCH;); 2.81 (dd, 1H, H-3.y); 2.29 (dd, 1H, H-
3.); 2.14,1.92, 1.85, 1.66, 1.62 (je s, 3H, COCH3).

Tiaxzeq= 12.7 Hz; *T3qxa = 12.6 Hz; *J3eq4 = 4.6 Hz; *I45=10.5 Hz; *Js 6= 10.7 Hz; *Js7= 2.0
HZ; 3J7,8: 7.1 HZ; 3]&93: 2.8 HZ; 3]3,%: 6.1 HZ; 2]93’%: 12.4 HZ; 3J(Ha,Hb)ar0m: 9.1 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢D): & [ppm] = 126.12 (C-aurom); 119.05 (C-byom): 74.59 (C-6);
69.74 (C-8); 68.61 (C-4); 67.58 (C-7); 62.72 (C-9); 53.01 (COOCHs); 49.40 (C-5); 39.45 (C-
3); 23.11, 21.11, 20.71, 20.64, 20.47 (je COCH3).

4-Nitrophenyl-(methyl-5-acetamido-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat) (22)

CisH2N>O1; (444.14)
HO OH
Ausbeute: 660 mg (1.49 mmol, 61 %) COOMe
farbloser Feststoff, Smp.: 92 °C AEII({—)I\\I Q O@Noz
HO
R¢=0.45 (EE/MeOH = 4/1)

[a]25, = +60 (c 1, MeOH)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 467.4 [M+Na]"

1.50 g (2.45 mmol) 21 werden in 37 mL MeOH gelost und nach AAV2 mit NaOMe versetzt.
DC-Kontrolle (Laufmittel: EE/MeOH) = 4/1) nach 1.5 h. Abbruch der Reaktion erfolgt durch
Neutralisation unter Zugabe von Ionentauscher Amberlite IR 120 (H"). Der Ionentauscher
wird abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wird

sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: EE/MeOH = 7/1).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.20 (d, 2H, H-auom); 7.34 (d, 2H, H-byom); 4.18
(dd, 1H, H-6); 3.92 (dd, 1H, H-5); 3.84-3.77 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.73 (s, 3H, COOCHS>);
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3.63 (dd, 1H, H-9b); 3.53 (dd, 1H, H-7); 2.78 (dd, 1H, H-3.); 2.05 (dd, 1H, H-34); 2.03 (s,
3H, COCH3).

J3ax3eq 130HZ J3ax4 126HZ Jgeq4 46HZ J45—104HZ J56—105HZ J67—12
HZ; 3J7,8: 8.9 HZ; J8,9a: 2.8 HZ; Jg’gb: 59 HZ; Jga,gb: 11.7 HZ; J(Ha,Hb)arom: 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 125.19 (C-aaom); 120.14 (C-barom); 100.80 (C-2);
75.14 (C-6); 70.84 (C-8); 69.05 (C-7); 66.79 (C-4); 64.02 (C-9); 52.49 (COOCH;); 52.40 (C-
5); 41.05 (C-3); 21.57 (COCHj).

4-Nitrophenyl-(5-N-propanoyl-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonsdure) (23)

C 1 8H24N201 1 (44439)

. o HO OH
farbloser Feststoff, Smp.: 98 °C COOH
Rt (CHCl;/MeOH/H,0) = 0.65 H% ' 0 04<j>7NO2
[a]35 =+70 (c 1, H;0) — HO

o
Ausbeute: 70.5 mg (170 umol, 70 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 466.7 [M+Na]"

Unter Riithren werden 112 mg (244 pmol) 51 in 25 mL 0.1M NaOH nach AAV3 unter DC-
Kontrolle (Laufmittel: EE/MeOH = 4/1) geldst. Nach 50 Minuten erfolgt der Abbruch der
Reaktion. Das Produkt wird groBenausschluBchromatographisch (Biogel P2; Laufmittel: H,O)

gereinigt.

IH-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.21 (d, 2H, H-aurom); 7.28 (d, 2H, H-barom); 4.16 (dd,
1H, H-6); 3.96 (dd, 1H, H-5); 3.86-3.81 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.56
(dd, 1H, H-7); 2.84 (dd, 1H, H-3,); 2.31 (ddd, 2H, CH,-Prop); 2.02 (dd, 1H, H-3,,); 1.12 (dd,
3H, CH3).

J3ax3eq 130 J33X4—117 J3eq4 48 J45 105 J56_104 J67:15 J78—89 J89b_
6.6; *Joaop=12.5; *Jcma.crs = 7.6; >N e bjarom = 9.4 Hz.

68



Experimenteller Teil

BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 125.88 (C-8urom); 120.46 (C-barom); 102.77 (C-2);
74.12 (C-6); 71.79 (C-4); 68.66 (C-7); 67.97 (C-8); 63.12 (C-9); 51.92 (C-5); 41.31 (C-3);
29.62 (CH,-Prop); 9.88 (CHs-Prop).

4-Nitrophenyl-(5-N-butanoyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonsaure) (24)

Ci9H26N201 (458.42) o o

farbloser Feststoff, Smp.: 85 °C COOH

Rt (CHCly/MeOH/H,0) = 0.70 HO LR OQNOZ
M HO

[a]2 =+89 (c 1, H,0)

546 0]
Ausbeute: 75 mg (0.16 mmol, 78 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 480.8 [M+Na]"

Unter Rithren werden 99 mg (0.21 mmol) 52 in 25 mL 0.1M NaOH nach AAV3 unter DC-
Kontrolle (Laufmittel: EE/MeOH = 4/1) bei RT gelost. Nach 50 Minuten erfolgt der Abbruch
der Reaktion. Das Produkt wird groBBenausschluSchromatographisch (Biogel P2; Laufmittel:
H,0) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.23 (d, 2H, H-auom); 7.30 (d, 2H, H-burom); 4.17 (dd,
1H, H-6); 3.98 (dd, 1H, H-5); 3.88-3.79 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.63 (dd, 1H, H-9b); 3.59
(dd, 1H, H-7); 2.82 (dd, 1H, H-3s); 2.29 (dd, 2H, CH,-a-But); 2.03 (dd, 1H, H-34); 1.63
(ddddd, 2H, CH,-b-But); 0.93 (dd, 3H, CHs).

2J3ax’3eq: 130, 3J3ax,4: 11.7; 3J3eq’4: 4.6; 3J4,5 = 10.2; 3J5,6: 10.2; 3J6,7: 1.3; 3]7’32 89, 3J8,9b:
7.0; 2Joaob=12.7; *Jem.crr = 7.4; “Jemo.cns = 7.4 *J o sbjarom = 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 125.93 (C-aarom); 120.30 (C-barom); 74.13 (C-6); 71.70

(C-4); 68.75 (C-7); 67.94 (C-8); 63.14 (C-9); 52.00 (C-5); 41.39 (C-3); 38.23 (C-2-But);
19.39 (C-3-But); 13.21 (CH;-But).
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4-Nitrophenyl-(5-N-isobutanoyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonsaure) (25)

C1oH26N2011 (458.42) HO OH

farbloser Feststoff, Smp.: 118 °C COOH

R¢ (CHCl;/MeOH/H,0) = 0.72 HI%\\I Q OON@
HO

[0, =+11 (¢ 1. H0) )~

Ausbeute: 48 mg (0.105 mmol, 99 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 481.1 [M+Na]"

Unter Riihren werden 50 mg (0.106 mmol) 53 in 10 mL 0.1M NaOH nach AAV3 unter DC-
Kontrolle (Laufmittel: EE/MeOH = 4/1) bei RT gelost. Nach 50 Minuten erfolgt der Abbruch
der Reaktion. Das Produkt wird groBenausschluSchromatographisch (Biogel P2; Laufmittel:
H,0) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.21 (d, 2H, H-auom); 7.28 (d, 2H, H-burom); 4.17 (dd,
1H, H-6); 3.94 (dd, 1H, H-5); 3.86-3.80 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.53
(dd, 1H, H-7); 2.84 (dd, 1H, H-3.,); 2.55 (h, 1H, CH-But); 2.02 (dd, 1H, H-3,,); 1.12 (d, 3H,
CHsa-But); 1.11 (d, 3H, CHsb-But).

2J3ax,3eq: 12.8; 3Jgax’4: 11.7; 3J3eq,4: 4.6; 3J4,5 = 10.5; 3J5,6: 10.4; 3J6,7: 1.5; 3J7,8: 89, 3J8,9b:

6.6; “Joaon=12.5; *Jem.cnz = 7.6; *Jcncmszapu = 7-1; “Jicncmzvpu = 7.15 it sibjarom = 9.4 Hz.
BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 125.91 (C-auom); 120.26 (C-baom): 102.68 (C-2);

74.14 (C-6); 71.73 (C-4); 68.70 (C-7); 67.78 (C-8); 63.10 (C-9); 51.81 (C-5); 41.35 (C-3);
35.58 (CH-But); 19.32 (CHsa-But); 18.79 (CHsb-But).
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4-Nitrophenyl-(5-N-glycolyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonséure) (26)

C17H22N,01, (446.36)
HO OH

farbloser Feststoff, Smp.: 123 °C \_%OH
= = HO'™ N
R¢ (CHCI3/MeOH/H,0 = 10/10/1) = 0.79 HO  HN o 0 OO 0,

[a]2y, =+83 (c 1, H,0) .

Ausbeute: 17 mg (38 umol, 98 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 469.3 [M+Na]"

Unter Riithren werden 18 mg (39 umol) 64 in 5 mL 0.1M NaOH nach AAV3 unter DC-
Kontrolle (Laufmittel: EE/MeOH = 3/1) bei RT geldst. Nach 50 Minuten erfolgt der Abbruch
der Reaktion. Das Rohprodukt wird groBenausschluBchromatographisch (Biogel P2;
Laufmittel: H,O) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.24 (d, 2H, H-auom); 7.31 (d, 2H, H-byrom); 4.28 (dd,
1H, H-6); 4.15 (s,2H, CH,-Gc); 4.06 (dd, 1H, H-5); 3.93 (ddd, 1H, H-4); 3.89-3.84 (m, 2H,
H-8/H-9a); 3.65 (dd, 1H, H-9b); 3.60 (dd, 1H, H-7); 2.88 (dd, 1H, H-3.); 2.05 (dd, 1H, H-
3ax)-

Taxseq = 12.7; Taaxa = 12.2; *Taeqa = 4.6; “Ja5= 10.2; *Ts 6= 10.4; *Jo7= 1.3; °J75=8.9; *Js0p =
6.6; Toaon= 12.5; *Jatattbyarom = 9.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 125.93 (C-8arom); 120.32 (C-barom); 102.77 (C-2);

73.85 (C-6); 71.82 (C-4); 68.54 (C-7); 67.83 (C-8); 63.12 (C-9); 61.36 (CH,-Gc); 51.77 (C-
5); 41.27 (C-3).
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4-Nitrophenyl-(5-amino-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonsaure) (27)

Ci15sH20N201 (388.33)
HO OH
farbloser Feststoff, Smp.: 138 °C CoOr
R¢ (BuOH/AcOH/H,0 = 5/2/2) = 0.53 }I{{OI\\; Q OONOz
3
H

[0]%, = +41 (c 0.2, H,0)

Ausbeute: 26 mg (67 mmol, 99 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 411.4 [M+Na]"

Unter Rithren werden 34 mg (68 umol) 54 in 5 mL 0.15 M NaOH geldst unter DC-Kontrolle
(Laufmittel: EE/MeOH = 3/1) bei RT gelost. Nach 7 h wird mit Ionentauscher Amberlite IR
120 (H") neutralisiert und anschlieBend lyophilisiert. Das Rohprodukt wird
groBenausschlulchromatographisch (Biogel P2; Laufmittel: H,O) gereinigt.

IH-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.22 (d, 2H, H-auom); 7.27 (d, 2H, H-barom); 4.55 (dd,
1H, H-6); 3.98-3.89 (m, 2H, H-4/H-8); 3.86 (dd, 1H, H-9a); 3.79 (dd, 1H, H-7); 3.71 (dd, 1H,

H-9b); 3.38 (dd, 1H, H-5); 2.88 (dd, 1H, H-3.); 2.05 (dd, 1H, H-34).

Tiaxzeq= 12:7; Jaaxa= 11:9; *Taeqa = 4.6; *J45=10.5; °J55=10.2; *Js 7= 1.8; *J1 5= 8.9; *Jg 90 =
2.5; 3J8,9b: 5.6; 2J9a,9b: 11.9; 3J(Ha,Hb)arom: 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D,0): § [ppm] = 125.62 (C-aurom); 119.97 (C-barom); 72.33 (C-6); 71.22
(C-4); 68.01 (C-7); 66.03 (C-8); 62.50 (C-9); 52.26 (C-5); 40.86 (C-3).
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4-Nitrophenyl-(5-azido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-

nonulopyranosylonsaure) (28)

C1sHisN4O1o (414.32)

. o HO OH
farbloser Feststoff, Smp.: 165 °C COOH
R (BuOH/AcOH/H,0 = 5/2/2) = 0.66 HO™ 70 OONoz
[0]2, = +48 (c 0.2, H,0) * HO

Ausbeute: 81 mg (196 pmol, 85 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 437.3 [M+Na]"

1.92 g (29.6 mmol) Natriumazid werden in 5.4 mL Wasser gelost und nach Zugabe von 4 mL
DCM auf 2 °C abgekiihlt. Unter starkem Riithren wird 1 mL Trifluormethansulfonséure-
anhydrid iiber einen Zeitraum von fiinf Minuten zugetropft und weitere zwei Stunden stark
geriihrt. Die organische Phase wird abgetrennt. Die wissrige Phase wird zweimal mit je 4 mL
DCM  extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 4mL  ges.
Natriumcarbonatldsung gewaschen. Nach Abtrennung der wiéssrigen Phase kann die erhaltene
Losung von Triflylazid in DCM ohne weitere Reinigung in der Diazotransfer-Reaktion
genutzt werden.

Die unmittelbar vor der Reaktion hergestellte Triflylazidlosung wird in der angegebenen
Menge tropfenweise zu einer Losung von 90.0 mg (232 pmol) 27, 48 mg (0.35 mmol) K,COs3
und einer katalytischen Menge Kupfersulfat-pentahydrat in 10 mL eines Gemisches aus
Wasser / Methanol (3 / 2) gegeben. In diese Losung werden nacheinander weitere 14.5 mL
Methanol und 7 mL Wasser eingebracht und iiber Nacht bei RT geriihrt. Die Reinigung
erfolgt nach Filtration an Biogel P2.

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.22 (d, 2H, H-auom); 7.27 (d, 2H, H-byrom); 4.09 (dd,
1H, H-6); 3.90-3.82 (m, 4H, H-4/H-7/H-8/H-9a); 3.67 (ddd, 1H, H-9b); 3.58 (dd, 1H, H-5);

2.82 (dd, 1H, H-3.y); 2.02 (dd, 1H, H-3,y).

Tsaxseq= 12.7; Jsaxa= 11.9; *Treqa=4.8; *J45=10.4; *Js 6= 10.4; °Js7=1.5; *Tgop = 6.1; *Joa 00
= 12.2; *Jsrabyarom = 9.2 Hz.
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BBC-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 125.93 (C-aarom); 120.26 (C-barom); 74.00 (C-6); 71.90
(C-4); 69.23 (C-7); 68.88 (C-8); 63.13 (C-9); 62.98 (C-5); 41.04 (C-3).

4-Nitrophenyl-(5-acetamido-9-O-butanoyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-

2-nonulopyranosylonsaure) (29)

Ca1HasN,013 (500.45)

0]
o OH
Ausbeute: 135 mg (270 pumol, 58 %) g\ COOH
farbloser Feststoff, Smp.: 143 °C AIJI({)I\\I Q OONOz
R;=0.52 (H,O/Acetonitril = 4/1) (RP18) HO

[0]25 = +112 (c 1, MeOH)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 523.0 [M+Na]"

180 mg (419 umol) 6 werden in 5 mL abs. Acetonitril suspendiert, 260 uL. (1.67 mmol)
Trimetylorthobutyrat und ca. 2 mg p-Toluolsulfonsdure zugegeben und bei RT geriihrt. Die
Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: H,O/Acetonitril = 4/1) verfolgt.
Nach 1 h wird mit ca. 1 mL H,O hydrolysiert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Das Produkt wird sdulenchromatographisch gereinigt (RP18; Laufmittel: H,O/Actonitril =
4/1) und lyophilisiert.

'H-NMR (400 MHz, D;0): & [ppm] = 8.17 (d, 2H, H-aurom); 7.23 (d, 2H, H-byem); 4.33 (dd,
1H, H-9a); 4.19 (dd, 1H, H-6); 4.17 (dd, 1H, H-9b); 4.00 (ddd, 1H, H-8); 3.93 (dd, 1H, H-5);
3.78 (ddd, 1H, H-4); 3.59 (dd, 1H, H-7); 2.79 (dd,1H, H-3.,); 2.36 (dd, 2H, CH»(2)-But); 2.02
(s, 3H, COCHj3); 1.99 (dd, 1H, H-3.); 1.58 (sext, 2H, CH,(3)-But); 0.88 (dd, 3H, CH3(4)-
But).

Tiaxzeq= 12.7; *Taaea= 12.0; *Jseqa = 4.6; *J45=10.3; *Js 6= 10.4; *Ts7=1.3; *J15=9.2; *Jg 90 =

2.3; T390 =5.6; “Joaop=11.7; *Jtamibyarom= 9.2; *Jema.cma = 7.1; *Jem.cnz = 7.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D,0): § [ppm] = 177.27 (C-1); 160.36 (C-1-But); 125.89 (C-agrom);
120.16 (C-barom); 102.58 (C-2); 74.04 (C-6); 69.38 (C-8); 68.76 (C-7); 67.94 (C-4); 66.07 (C-
9); 52.09 (C-5); 41.26 (C-3); 36.12 (C-2-But); 22.40 (COCHs); 18.41 (C-3-But); 13.18 (C-4-
But).
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Thiophenyl-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (30)

C26H33NOIZS (583.17) ACO OAC

farbloser Feststoff, Smp.: 70 °C \—w\OOMe
R¢ (EE) =0.36 AcHN

AcO
[a]25, =+21 (c 0.5, CHCl3)

Ausbeute: 628 mg (1.08 mmol, 63 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 606.0 [M+Na]", 622.0 [M+K]"

870 mg (1.71 mmol) 4 werden mit 600 mg TBA-HSO,4 in 10 mL EE gelost und mit 10 mL
IM Na,COs; versetzt. Es werden 880 uL (8.45 mmol) Thiophenol zugegeben. Die Reaktion
wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Nach 2 h erfolgt Abbruch der
Reaktion durch Zugabe von 10 mL EE und mehrmaligem Waschen der organischen Phase mit
gesittigter NaCl-Lsg. und HO. Die organische Phase wird liber MgSO4 getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch
(Laufmittel: 1.: Et,O; 2.: EE) gereinigt. Weitere sdulenchromatographische Reinigung
(Laufmittel: DCM/MeOH = 15/1) ergibt das saubere Produkt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 7.64 (dd, 2H, H-0); 7.16 (dd, 2H, H-m); 7.07 (dddd,
1H, H-p); 5.66 (ddd, 1H, H-8); 5.51 (dd, 1H, H-7); 4.82 (ddd, 1H, H-4); 4.77 (dd, 1H, H-9a);
4.46 (dd, 1H, H-9b); 4.34 (ddd, 1H, H-5); 4.15 (d, 1H, NH); 3.94 (dd, 1H, H-6); 3.21 (s, 3H;
COOCH;); 2.98 (dd, 1H, H-3eq); 2.04 (dd, 1H, H-3ax); 1.96, 1.95, 1.79, 1.58, 1.56 (je s, 3H,
COCH3).

Taaxzeq = 12.8; Jaaxa= 12.0; *Jaeqa = 4.8; *J45=10.4; *Js 6= 10.7; *Jsxu = 10.4; *Js 7= 2.3; *J15
=7.1;J3.9a=2.8; *Jgoo = 5.9; "Joaoo=12.5; *Jirmrro = 8.4; “Jimrp = 8.0; Jironp = 1.0 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢De): & [ppm] = 169.68 (C-1); 137.07 (C-ortho); 130.26 (C-meta);

129.58 (C-para); 75.83 (C-6); 71.19 (C-8); 70.19 (C-4); 68.29 (C-7); 62.83 (C-9); 52.60
(COOCHS;); 49.43 (C-5); 39.32 (C-3); 23.33, 21.29, 21.02, 20.91, 20.68 (je COCHs).
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Thioethyl-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (31)

C2H33NO,S (535.56)
AcO OAc

farbloser Feststoff, Smp.: 83 °C COOMe
Ry (EE) = 0.40 A L7 TS\

2 AcO
[a]y =142 (c 0.1, CHCL)
Ausbeute: 383 mg (715 pmol, 57 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 557.7 [M+Na]", 573.7 [M+K]"

673 mg (1.26 mmol) 4 werden mit 450 mg TBA-HSO, in 7 mL EE geldst und mit 7 mL 1M
Na,COs versetzt. Es werden 390 puL (5.29 mmol) Ethanthiol zugegeben. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Nach 1h erfolgt Abbruch der
Reaktion durch Zugabe von 10 mL EE und mehrmaligem Waschen der organischen Phase mit
gesittigter NaCl-Lsg. und H,O. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (EE)

gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 5.81 (ddd, 1H, H-8); 5.49 (dd, 1H, H-7); 4.82 (ddd,
1H, H-4); 4.68 (dd, 1H, H-9a); 4.38 (ddd, 1H, H-5); 4.32 (dd, 1H, H-9b); 4.05 (d, 1H, NH);
3.84 (dd, 1H, H-6); 3.37 (s, 3H; COOCHs); 2.99 (dddd, 1H, CH-a); 2.83 (dd, 1H, H-3eq);
2.70 (dddd, 1H, CH,-b); 2.15 (s, 3H, COCHj); 2.02 (dd, 1H, H-3ax); 1.90, 1.77, 1.59, 1.58 (je
s, 3H, COCH;); 1.12 (dd, 3H, CHs).

Tsaxzeq = 12.7; Jaaxa= 11.9; *Jaeqa = 4.6; J45=10.7; *Js 6= 10.7; *Jsxu = 10.7; *Js 7= 2.3; *J15
=8.1; *Js 0= 2.8; “Js.0p= 5.6; “Joaop= 12.5; *Jems oo = 7.4; “Jemp-acrab = 12.4 Hz.

B3C-NMR (101 MHz, CeDg): 8 [ppm] = 108.65 (C-2); 74.79 (C-6); 69.82 (C-4); 69.63 (C-8);

67.63 (C-7); 62.72 (C-9); 52.27 (COOCH;); 49.19 (C-5); 38.71 (C-3); 23.57 (CH,-SEt);
21.11, 20.58, 20.46, 20.40, 20.28 (je COCHs); 10.11 (CH3-SE).
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Thiophenyl-(methyl-5-N-butanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (35)

C2sH37NO15S (611.22) AcO  OAc

farbloser Sirup \——w\OOMe
M AcO
[a]29 =410 (c 0.5, CHCL;)

546 6]
Ausbeute: 176 mg (288 umol, 39 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 634.4 [M+Na]", 650.4 [M+K]"

430 mg (737 pmol) 30 werden in 4 mL abs. MeOH gel6st und mit 105 pL. Methansulfonsdure
versetzt und 44 h bei 60 °C geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch
(Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete Amin durch Bespriithen mit
Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Es
werden weitere 0.4 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei 0°C mit 240 puL
(1.48 mmol) Buttersdureanhydrid versetzt und 1 h unter Eiskiihlung geriihrt. Die Reaktion
wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt. Die
Acetylierung erfolgt nach AAV2. Es wird tiber Nacht bei RT geriihrt und die Reaktion
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt
durch Zugabe von 1.5 mL MeOH bei 0 °C. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und
der Riickstand in Chloroform geldst. Es wird mit 1M HCl und Wasser gewaschen. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 7.64 (dd, 2H, H-o0); 7.16 (dd, 2H, H-m); 7.07 (dddd,
1H, H-p); 5.66 (ddd, 1H, H-8); 5.51 (dd, 1H, H-7); 4.88 (ddd, 1H, H-4); 4.76 (dd, 1H, H-9a);
4.47 (dd, 1H, H-9b); 4.35 (ddd, 1H, H-5); 4.16 (d, 1H, NH); 4.00 (dd, 1H, H-6); 3.21 (s, 3H;
COOCH3); 2.99 (dd, 1H, H-3eq); 2.04 (dd, 1H, H-3ax); 1.96, 1.93, 1.78, 1.58 (je s, 3H,
COCHs); 1.91-1.82 (m, 1H, CH;Hy-But); 1.74-1.67 (m, 1H, CH,Hp-But); 1.63-1.51 (m, 1H,
CH,-But); 0.83 (dd, 3H, CH;-But).

Tsaxzeq = 12.7; Jaaxa= 11.7; *Jreqa = 4.8; *J45=10.4; *Js 6= 10.7; *Jsxu = 10.2; *J 7= 2.0; *J75
=7.1; T30, = 2.8; *Tsop = 5.8; Touoo = 12.5 Hz; “Jomo.cms = 745 “Timiro = 845 “Tiimrp = 7.6;

4JH_07H_p = 1.0 Hz.
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BC-NMR (101 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 172.63 (C-1); 137.06 (C-ortho); 130.25 (C-meta);
129.58 (C-para); 75.86 (C-6); 71.22 (C-8); 70.12 (C-4); 68.38 (C-7); 62.85 (C-9); 52.62
(COOCH3); 49.36 (C-5); 39.35 (C-3); 38.85 (C-2-But); 21.29, 21.04, 20.91, 20.75 (je
COCH3;); 19.39 (C-3-But); 14.72 (C-4-But).

Thiophenyl-(methyl-5-N-propanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (36)

C27H35NO]ZS (597.63) ACO OAC

farbloser Sirup COOMe
R¢ (PE/Aceton = 2/1) = 0.20 A" 720 s@

0 _ \_<\ AcO
[a]. =+13 (¢ 0.5, CHCls)

546 0
Ausbeute: 176 mg (295 umol, 34 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = m/z = 620.3 [M+Na]"; 636.3 [M+K]"

500 mg (857 umol) 30 werden in 5 mL abs. MeOH geldst und mit 0.5 mL Methansulfonséure
versetzt und 20 h bei 60 °C geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch
(Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete Amin durch Besprithen mit
Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Es
werden weitere 2 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei 0 °C mit 200 pL (1.55 mmol)
Propionsdureanhydrid versetzt und 2 h unter Eiskiihlung geriihrt. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt. Die Losung wird
eingeengt. Die Acetylierung erfolgt nach AAV2. Es wird iiber Nacht bei RT geriihrt und die
Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Der Abbruch der Reaktion
erfolgt durch Zugabe von 1.5 mL MeOH bei 0 °C. Das Losungsmittel wird im Vakuum
entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Es wird mit 1M HCl und Wasser

gewaschen. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.
'H-NMR (400 MHz, CsDe): & [ppm] = 7.63 (dd, 2H, H-o); 7.16 (dd, 2H, H-m); 7.08 (dddd,
1H, H-p); 5.64 (ddd, 1H, H-8); 5.54 (dd, 1H, H-7); 4.90 (ddd, 1H, H-4); 4.75 (dd, 1H, H-9a);

4.59 (d, 1H, NH); 4.47 (dd, 1H, H-9b); 4.38 (ddd, 1H, H-5); 4.01 (dd, 1H, H-6); 3.24 (s, 3H;
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COOCH3;); 2.97 (dd, 1H, H-3eq); 2.06 (dd, 1H, H-3ax); 1.97, 1.96 (je s, 3H, COCHj3); 1.94-
1.80 (m, 2H, CH,-Prop); 1.79, 1.61 (je s, 3H, COCH3); 1.05 (dd, 3H, CH3-Prop).

Tiaxdeq = 12.8; Taaxa= 11.8; *Jaeqa = 4.9; *T45=10.3; *Ts 6= 10.3; *Jsxu = 10.3; *Js7=2.0; *J75
= 6.5; Jg9a=2.3; Jgoo = 5.8; “Joaop = 12.3 Hz; *Jemrcms = 7.8; “Trimpo = 8:4; Tmpp = 7.3;
Tiomp =13 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢Ds): & [ppm] = 137.07 (C-ortho); 130.27 (C-meta); 129.58 (C-para);
88.63 (C-2); 75.99 (C-6); 71.35 (C-8); 70.27 (C-4); 68.39 (C-7); 62.88 (C-9); 52.67
(COOCH3); 49.40 (C-5); 39.29 (C-3); 30.09 (C-2-Prop); 21.32, 21.07, 20.93, 20.75 (je
COCHs); 10.17 (C-3-Prop).

Thiophenyl-(methyl-5-N-isobutanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (37)

CasH37NO 1S (611.66) AcO  OAc

. COOMe
farbloser Sirup AcO" 0 S@
R; (EE) = 0.72 >_%N AcO

[0]2, =+21 (¢ 0.5, CHCl;) 0

Ausbeute: 401 mg (656 umol, 56 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 633.7 [M+Na]", 649.6 [M+K]"

700 mg (1.18 mmol) 30 werden in 7mL abs. MeOH gelost und mit 180 puL
Methansulfonsdure versetzt und 44h bet 60°C geriihrt. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete
Amin durch Besprithen mit Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von
Triethylamin neutralisiert. Es werden weitere 0.7 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei
0 °C mit 400 uL (2.41 mmol) Isobuttersdureanhydrid versetzt und 1 h unter Eiskiihlung
geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3)
verfolgt. Die Losung wird eingeengt. Die Acetylierung erfolgt nach AAV2. Es wird {iber
Nacht bei RT geriihrt und die Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE)
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verfolgt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch Zugabe von 2.5 mL MeOH bei 0 °C. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Es wird mit
1M HCl und Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel:
EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 7.64 (dd, 2H, H-0); 7.15 (dd, 2H, H-m); 7.06 (dddd,
1H, H-p); 5.65 (ddd, 1H, H-8); 5.50 (dd, 1H, H-7); 4.90 (ddd, 1H, H-4); 4.75 (dd, 1H, H-9a);
4.46 (dd, 1H, H-9b); 4.37 (ddd, 1H, H-5); 4.25 (d, 1H, NH); 4.01 (dd, 1H, H-6); 3.20 (s, 3H;
COOCH3); 2.97 (dd, 1H, H-3eq); 2.06 (dd, 1H, H-3ax); 1.95, 1.93 (je s, 3H, COCHz); 1.92-
1.81 (m, 1H, CH-But); 1.78, 1.57 (je s, 3H, COCH;); 1.14 (d, 3H, CHsa-But); 0.98 (d, 3H,
CH;b-But).

Tiaxdeq = 12.5; *Taaxa = 11.7; *Treqa = 4.8; *Jus = 10.4; *Js 5= 10.67 *Jsnu = 10.4; *Jg7 = 2.0;
V8= 7.1; Ig0a= 2.8; *Jgob=5.9; "Joagp = 12.5 Hz; *Jicu.crzapu = 6.9; *J(ch.crspyput = 6.9; T

mito = 7.6; Jimpp = 7.6; Tionp = 1.5 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢D¢): & [ppm] = 170.00 (C-1); 136.66 (C-ortho); 129.82 (C-para);
129.68 (C-meta); 100.27 (C-2); 75.52 (C-6); 70.88 (C-8); 69.67 (C-4); 67.98 (C-7); 62.46 (C-
9); 52.18 (COOCH3); 48.95 (C-5); 38.95 (C-3); 35.66 (CH-But); 20.84, 2.57, 20.46, 20.29 (je
COCHj3); 19.60 (CHsa-But); 19.13 (CH;b-But).

Thiophenyl-(methyl-5-N-trifluoracetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (38)

CysH3oF3NO;2S (63758) AcO OAc
COOMe
amorpher Feststoff MS_Q
R; (DCM/MeOH = 15/1) = 0.51 N G
F3C_§
O

[a]2 =+13 (c 1, CHCl3)

Ausbeute: 330 mg (518 umol, 60 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 660.5 [M+Na]", 676.5 [M+K]"

505 mg (866 umol) 30 werden in 5 mL abs. MeOH geldst und mit 500 pL. Methansulfonséure
versetzt und 44 h bei 60 °C geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch
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(Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete Amin durch Bespriihen mit
Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Es
werden weitere 0.7 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei -20 °C mit 0.24 mL
(1.73 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid versetzt und 1 h unter Eiskiihlung geriihrt. Die
Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt. Die
Reaktionslosung wird anschlieBend mit 25 mL Pyridin versetzt, auf 0 °C gekiihlt und
tropfenweise Essigsdureanhydrid zugegeben. Es wird liber Nacht bei RT geriihrt und die
Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 15/1) verfolgt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Es wird mit
IM HCI und Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel:
DCM/MeOH = 15/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 7.59 (dd, 2H, H-0); 7.14 (dd, 2H, H-m); 7.06 (dddd,
1H, H-p); 6.23 (d, 1H, NH); 5.59 (ddd, 1H, H-8); 5.56 (dd, 1H, H-7); 4.94 (ddd, 1H, H-4);
4.68 (dd, 1H, H-9a); 4.45 (dd, 1H, H-9b); 4.28 (ddd, 1H, H-5); 4.11 (dd, 1H, H-6); 3.22 (s,
3H; COOCH3); 2.96 (dd, 1H, H-3eq); 1.95 (dd, 1H, H-3ax); 1.91, 1.85, 1.75, 1.56 (je s, 3H,
COCHs).

Taaxzeq = 13.0; Jaaxa= 11.7; *Jaeqa = 4.9; *J45=10.4; *Js 6= 10.7; *Jsxu = 10.2; *Jg 7= 1.8; *J15
=6.9; *Jg.9a=2.3; “Jgoo=5.1; "Joaoo=12.5 Hz; *Jrmro = 7.9; *Jimirp = 7.4; Thom, = 1.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢Ds): & [ppm] = 136.65 (C-ortho); 130.00 (C-meta); 129.20 (C-para);
88.17 (C-2); 74.52 (C-6); 70.71 (C-8); 69.16 (C-4); 67.71 (C-7); 62.07 (C-9); 52.34
(COOCHs3); 50.24 (C-5); 38.66 (C-3); 20.77, 20.36, 20.25, 19.91 (je COCH3).

Methyl-5-N-propanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- f-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat (39)

C21H31NO 3 (505.47) AcQ  OAc on
farbloser, amorpher Feststoff M\ COOMe
HN
R¢ (EE)=0.63 \_< AcO
20 o
[a]y) =-5.1(c 1, CHCL)

Ausbeute: 160 mg (317 umol, 65 %)
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290 mg (485 pmol) 36 werden in 10 mL Aceton geldst und 0.6 mL Wasser zugegeben. Die
Losung wird mit 200 mg (1.12 mmol) NBS versetzt und eine halbe Stunde bei RT geriihrt.
Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Die Losung
wird jeweils zweimal mit ges. NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sédulenchromatographisch

(Laufmittel: PE/Aceton = 2/1 — 1/1) gereinigt

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.72 (dd, 1H, H-7); 5.62 (ddd, 1H, H-8); 5.32 (ddd,
1H, H-4); 5.27 (d, 1H, NH); 5.08-5.05 (m, 2H, H-9a/OH); 4.60 (ddd, 1H, H-5); 4.40 (dd, 1H,
H-6); 4.25 (dd, 1H, H-9b); 3.32 (s, 3H, COOCH3); 2.27-2.21 (m, 2H, H-3ax/H-3eq); 2.01-
1.84 (m, 2H, CH,-Prop); 1.94, 1.88, 1.71, 1.62 (je s, 3H, COCHs) 1.08 (dd, 3H, CH;-Prop).

3J3ax,4: 10.4; 3J3eq’4: 6.4; 3J4,5 = 10.4; 3J5,6 = 10.5; 3J5,NH = 10.4; 3J6,7 = 2.4; 3J7,8 = 38, 3]3,9;1:
2.3; Jgop=8.1; “Joaop=12.2; 3J((:Hz,(:Hs)Prop =7.6 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 95.68 (C-2); 73.53 (C-8); 72.60 (C-6); 69.71 (C-4);
69.02 (C-7); 63.53 (C-9); 53.09 (COOCH;); 49.68 (C-5); 37.12 (C-3); 30.01 (C-2-Prop);
21.06,20.91, 20.71, 20.69 (je COCHs); 10.07 (C-3-Prop).

Methyl-5-N-butanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-/-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat (40)

C2H33NO,3 (519.20) AcO  OAc

farbloser Feststoff \—wi{
AcO'"
R¢ (EE)=0.70 CHN 0 COOMe
_\_<\ AcO
[0]2% =-3 (c 0.5, CHCL;)

546 o
Ausbeute: 46 mg (89 umol, 54 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 542.2 [M+Na]"
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100 mg (164 pumol) 35 werden in 4 mL Aceton geldst und 0.2 mL. Wasser zugegeben. Die
Losung wird mit 75 mg (0.42 mmol) NBS versetzt und eine halbe Stunde bei RT geriihrt. Die
Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform gelost. Die Losung wird jeweils
zweimal mit ges. NaHCO;-Lsg. und Wasser gewaschen, liber MgSO,4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

(Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.66 (dd, 1H, H-7); 5.61 (ddd, 1H, H-8); 5.32 (ddd,
1H, H-4); 5.03 (dd, 1H, H-9a); 4.97 (d, 1H, NH); 4.58 (ddd, 1H, H-5); 4.32 (dd, 1H, H-6);
4.24 (dd, 1H, H-9b); 3.29 (s, 3H; COOCH3); 2.25-2.20 (m, 2H, H-3,/3e); 1.92, 1.87, 1.70,
1.63 (je s, 3H, COCHs); 1.92-1.79 (m, 2H, CHya-But); 1.65-1.58 (m, 2H, CH,b-But); 0.83
(dd, 3H, CHs-But).

3J4,5 = 10.2; 3J5,6 = 106, 3J5,NH = 10.2; 3J6,7 = 2.3; 3]7,3 = 4.3; 3Jg,9a = 2.0; 3Jg,9b = 7.9; 2J9a,9b =
11.9 Hz; *Jemp.cns = 7.6 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 95.72 (C-2); 73.41 (C-6); 72.53 (C-8); 69.81 (C-4);
69.00 (C-7); 63.72 (C-9); 53.24 (COOCH3); 49.66 (C-5); 38.92 (C-3); 37.17 (C-2-But);
21.16, 21.04, 20.89, 20.83 (je COCHs); 19.45 (C-3-But); 14.29 (CHs-But).

Methyl-5-N-isobutanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy--D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat (41)

C»H33NO43 (519.50) AcO  OAc

amorpher Feststoff OH
AcO" O COOMe
R¢ (EE) =0.67 HN
>_<\ AcO
[a]2), =-38 (c 1, CHCl3) 0

546
Ausbeute: 258 mg (497 umol, 78 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 542.0 [M+Na]"
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390 mg (638 umol) 37 werden in 15 mL Aceton geldst und 0.7 mL Wasser zugegeben. Die
Losung wird mit 317 mg (1.79 mmol) NBS versetzt, eine halbe Stunde bei RT geriihrt und
weitere 317 mg (1.79 mmol) NBS zugegeben. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Die Losung wird jeweils zweimal
mit ges. NaHCO;-Lsg. und Wasser gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

(Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.64 (dd, 1H, H-7); 5.59 (ddd, 1H, H-8); 5.34 (ddd,
1H, H-4); 5.03 (d, 1H, NH); 5.02 (dd, 1H, H-9a); 4.90 (d, 1H, OH); 4.57 (ddd, 1H, H-5); 4.33
(dd, 1H, H-6); 4.23 (dd, 1H, H-9b); 3.30 (s, 3H, COOCH;); 2.26 (ddd, 1H, H-3,y); 2.19 (dd,
1H, H-3.y); 2.05-1.99 (m, 1H, CH-But); 1.92, 1.87, 1.70, 1.63 (je s, 3H, COCH3) 1.17 (d, 3H,
CHsa-But); 1.03 (d, 3H, CHsb-But).

Tiaxzeq= 12.8; “Taaxa = 11.3; "Taaxon = 1.5; “Jaeqa = 5.3; *Ja5=10.3; *J56=10.5; *Js 5z = 10.3;
o7 =2.3; J75=4.0; “Js0a= 2.3; “Jsop = 8.0; “Jogop = 12.3; “Jcrcrmsapu = 6.9; “Jcncisbpu =

6.9 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 95.33 (C-2); 73.00 (C-8); 72.15 (C-6); 69.32 (C-4);
68.54 (C-7); 63.31 (C-9); 52.81 (COOCHS3); 49.27 (C-5); 36.79 (C-3); 35.72 (CH-But); 20.71,
20.57, 20.42, 20.38 (je COCHs); 19.69 (CHsa-But); 19.18 (CHsb-But).

Methyl-5-N-trifluoracetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-/-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat (42)

CaoHaF3NO13 (545.41) A0 One
amorpher Feststoff OH
AcO"
R (DCM/MeOH = 15/1) = 0.45 N Q/ ~COOMe
F.C AcO
[a]% =+2 (c 1, CHCL) 3 _§O

Ausbeute: 172 mg (315 umol, 63 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 568.3 [M+Na]",584.3 [M+K]"
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318 mg (499 umol) 38 werden in 14 mL Aceton gelost und 0.7 mL Wasser zugegeben. Die
Losung wird mit 250 mg (1.41 mmol) NBS versetzt, eine halbe Stunde bei RT geriihrt und
weitere 250 mg (1.41 mmol) NBS zugegeben. Die Reaktion  wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 15/1) verfolgt. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Die Losung wird jeweils
zweimal mit ges. NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen, iiber MgSO,4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

(Laufmittel: DCM/MeOH = 15/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 7.54 (d, 1H, NH); 5.80 (dd, 1H, H-7); 5.69-5.65 (m,
2H, H-8/OH); 5.39 (ddd, 1H, H-4); 5.10 (dd, 1H, H-9a); 4.68 (dd, 1H, H-6); 4.54 (ddd, 1H,
H-5); 4.20 (dd, 1H, H-9b); 3.38 (s, 3H, COOCH;); 2.26 (dd, 1H, H-3.,); 2.17 (ddd, 1H, H-
3.); 1.86, 1.83, 1.72, 1.57 (je s, 3H, COCH).

Tsaxzeq= 12.7; “Taaxa = 12.9; *Taxon = 1.3; “Jaeqa = 5.1; *Ja5=10.4; *Js 6= 10.4; *Js 1 = 10.4;
T67=2.5;"T78=2.8; *Tg0a=2.3; *Js.0o= 8.6; “Joaop=12.2.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): & [ppm] = 95.80 (C-2); 73.74 (C-8); 72.10 (C-6); 69.45 (C-4);
68.87 (C-7); 63.20 (C-9); 53.11 (COOCH3); 50.73 (C-5); 37.12 (C-3); 20.79, 20.71, 20.50,
20.25 (je COCHj).

Methyl-5-N-propanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy- f-D-glycero-
D-galacto-2-nonulopyranosylonat (43)

C21H30CINO; (523.92) AcO  OAc

Cl
amorpher Feststoff MCOOME
HN

R¢ (EE) = 0.60 \ (Ao

[a]3} =+55 (c 1, CHCly) 0

Ausbeute: 154 mg (294 umol, 99 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 545.9 [M+Na]"
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150 mg (297 umol) 39 werden bei 0 °C in 35 mL AcCl geldst und tropfenweise mit 0.6 mL
MeOH versetzt. Es wird ca. 17 h bei RT und verschlossenem Reaktionsgefd3 geriihrt. Durch

Entfernen des Losungsmittels wird die Reaktion abgebrochen.

'H-NMR (400 MHz, CsDe): & [ppm] = 5.58 (dd, 1H, H-7); 5.53 (ddd, 1H, H-8); 5.29 (ddd,
1H, H-4); 4.81 (dd, 1H, H-9a); 4.54 (d, 1H, NH); 4.48 (ddd, 1H, H-5); 4.28 (dd, 1H, H-9b);
4.25 (dd, 1H, H-6); 3.36 (s, 3H; COOCH3); 2.73 (dd, 1H, H-3eq); 2.02 (dd, 1H, H-3ax); 1.92,
1.91 (je s, 3H, COCH3); 1.90-1.76 (m, 2H, CH»-Prop); 1.75, 1.62 (je s, 3H, COCHj3); 1.07
(dd, 3H, CH3-Prop).

Taaxzeq = 14.0; *Tsaxa=10.0; *Jseqa = 4.5; *J45=10.0; *Js 6= 10.0; *Jsxu = 10.0; *Jg 7= 2.2; I3
=6.3; *J3.0a=2.5; “Tgop=6.0; “Joa0o= 12.6 Hz; *Jep.cuz = 7.7 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 97.75 (C-2); 74.80 (C-6); 71.08 (C-8); 68.66 (C-4);
67.24 (C-7); 62.60 (C-9); 53.18 (COOCH;); 48.46 (C-5); 41.15 (C-3); 29.62 (C-2-Prop);
20.74, 20.54, 20.36, 20.26 (je COCHs); 9.65 (C-3-Prop).

Methyl-5-N-butanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy-/D-glycero-

D-galacto-2-nonulopyranosylonat (44)

C5,H3,CINO)» (537.94)
AcO OAc

amorpher Feststoff cl

[a]%, =+45 (c 1, CHCl3) Ac& 07 ~COOMe
AcO

R; (EE) = 0.63 _\—§

0]
Ausbeute: 260 mg (483 umol, 100 %)

251 mg (484 umol) 40 werden bei 0 °C in 65 mL AcCl geldst und tropfenweise mit 1.2 mL
MeOH versetzt. Es wird ca. 17 h bei RT und verschlossenem Reaktionsgefd3 geriihrt. Durch

Entfernen des Losungsmittels wird die Reaktion abgebrochen und das Produkt getrocknet.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 [ppm] = 5.35-5.28 (m, 2H, H-4/H-7); 5.20 (d, 1H, NH); 5.06
(ddd, 1H, H-8); 4.31 (dd, 1H, H-9a); 4.25 (dd, 1H, H-6); 4.12 (ddd, 1H, H-5); 3.95 (dd, 1H,
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H-9b); 3.77 (s, 3H; COOCH3); 2.68 (dd, 1H, H-3.); 2.17 (dd, 1H, H-34); 2.02, 1.97, 1.95,
1.93 (je s, 3H, COCHs); 1.99-1.91 (m, 2H, CH,a-But); 1.51-1.44 (m, 2H, CH,b-But); 0.82
(dd, 3H, CHs-But).

2J3ax’3eq: 139, 3J3ax,4: 11.2; 3Jgeq,4: 4.7; 3J4’5 = 100, 3J5,6: 109, 3J5,NH = 9.7; 3J6,7: 1.8; 3J7,8 =
6.6 Jg.0a=2.8; *Js.0o=75.8; “Joaop= 12.4 Hz; *Jerp.cns = 7.4 Hz.

B3C-NMR (101 MHz, CDCls): § [ppm] = 97.00 (C-2); 74.37 (C-6); 70.35 (C-8); 69.05 (C-4);

67.28 (C-7); 62.48 (C-9); 54.19 (COOCH;); 48.97 (C-5); 41.07 (C-3); 39.00 (C-2-But);
21.34,21.26,21.17, 21.18 (je COCHs); 19.18 (C-3-But); 14.10 (C-4-But).

Methyl-5-N-isobutanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy-/#D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat (45)

C»H3,CINO;, (53794) AcO OAc

Cl
her Feststoff '
amorpher Feststo M\COOMe
R¢ (EE) = 0.65 a

>_<\ AcO
o
Ausbeute: 261 mg (485 umol, 100 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 559.9 [M+Na]"

[a]2y = +8 (¢ 1, CHCl3)

253 mg (487 umol) 41 werden bei 0 °C in 30 mL AcCl geldst und tropfenweise mit 0.6 mL
MeOH versetzt. Es wird ca. 17 h bei RT und verschlossenem Reaktionsgefd3 geriihrt. Durch

Entfernen des Losungsmittels wird die Reaktion abgebrochen und das Produkt getrocknet.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.56-5.51 (m, 2H, H-7/H-8); 5.29 (ddd, 1H, H-4);
4.81 (dd, 1H, H-9a); 4.47 (ddd, 1H, H-5); 4.34 (d, 1H, NH); 4.28 (dd, 1H, H-9b); 4.23 (dd,
1H, H-6); 3.35 (s, 3H, COOCH3); 2.72 (dd, 1H, H-3.y); 2.01 (dd, 1H, H-3,); 1.96-1.91 (m,
1H, CH-But); 1.90, 1.89, 1.74, 1.60 (je s, 3H, COCHs) 1.16 (d, 3H, CHsa-But); 1.01 (d, 3H,
CH;b-But).

2J3ax’3eq: 130, 3J3ax,4: 11.2; 3J3eq,4: 4.8; 3J4’5 = 10.7; 3J5,6: 10.7; 3J5,NH: 10.7; 3J6’7: 2.0; 3J7,8
= 6.4; *J3.9a=2.0; *Jg.op= 5.8; “Joa0p = 12.5; 3J(CH,CH3a)But =6.8; 3J(CH,CH3b)But =7.1 Hz.
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BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 98.03 (C-2); 72.11 (C-6); 71.35 (C-8); 68.75 (C-4);
67.46 (C-7); 62.90 (C-9); 53.48 (COOCHs3); 48.57 (C-5); 41.47 (C-3); 35.90 (CH-But); 21.02,
20.83, 20.82, 20.68 (je COCHs); 19.39 (CHsa-But); 19.36 (CHsb-But).

Methyl-5-N-trifluoracetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy- 4-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat (46)

C20H25C1F3N012 (58686) AcO OAc

amorpher Feststoff Cl
R¢ (DCM/MeOH = 13/1) = 0.45 AcO' 7207/ ~COOMe

HN
20 F3C AcO
[a]2%, =+37 (¢ 1, CHCl) )

Ausbeute: 169 mg (288 umol, 97 %)

162 mg (297 pumol) 42 werden bei 0 °C in 35 mL AcCl geldst und tropfenweise mit 0.6 mL
MeOH versetzt. Es wird ca. 17 h bei RT und verschlossenem Reaktionsgefd3 geriihrt. Durch

Entfernen des Losungsmittels wird die Reaktion abgebrochen und das Produkt getrocknet.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 6.06 (d, 1H, NH); 5.57 (dd, 1H, H-7); 5.49 (ddd, 1H,
H-8); 5.29 (ddd, 1H, H-4); 4.71 (dd, 1H, H-9a); 4.31 (ddd, 1H, H-5); 4.26 (dd, 1H, H-6); 4.21
(dd, 1H, H-9b); 3.35 (s, 3H, COOCHs); 2.66 (dd, 1H, H-3.,); 1.89 (dd, 1H, H-3,,); 1.86, 1.81,
1.72, 1.55 (je s, 3H, COCHs).

Taaxzeq= 14.1; Taaxa= 11.3; Jseqa=5.0; *Ju5=10.0; *Js 6= 10.8; *Jsxu = 10.0; *Js.7=2.3; I3
=6.5; *J3.0a=2.5; *Tgop=5.8; “Joa0o= 12.8 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 73.74 (C-6); 70.70 (C-8); 67.91 (C-4); 66.95 (C-7);

62.20 (C-9); 53.25 (COOCH;); 49.63 (C-5); 40.96 (C-3); 20.62, 20.26, 20.16, 19.83 (je
COCH3).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-propanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (47)

C27H34NO5 (626.56) AcO  OAc

COOMe
amorpher Feststoff AcO"" 0 OONOQ
HN
[a]f) =+20 (c 1, CHCl3) \—<\ AcO

¢}
Ausbeute: 80.0 mg (128 umol, 42 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 649.0 [M+Na]"; 665.0 [M+K]"

160 mg (305 umol) 43 werden mit 120 mg TBA-HSO4 und 75 mg (539 umol) pNP-OH in
4 mL DCM in einem Falcon-Tube gelost und 2 mL 1M NaOH zugegeben. Bei RT wird drei
Stunden stark geriihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgt durch Ausschiitteln mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSOy4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch (Laufmittel PE/Aceton = 2/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 8.09 (d, 2H, H-aurom); 7.04 (d, 2H, H-baom); 5.71 (ddd,
1H, H-8); 5.49 (dd, 1H, H-7); 4.94 (ddd, 1H, H-4); 4.67 (dd, 1H, H-6); .4.44 (ddd, 1H, H-5);
4.44 (dd, 1H, H-9a); 4.23 (dd, 1H, H-9b); 4.21 (d, 1H, NH); 3.09 (s, 3H, COOCH3); 2.74 (dd,
1H, H-3.,); 2.23 (dd, 1H, H-3,); 2.06, 1.86 (je s, 3H, COCH;); 1.84-1.68 (m, 2H, CH,-Prop);
1.77, 1.59 (je s, 3H, COCH3); 1.03 (dd, 3H, CH;-Prop).

2J3ax,3eq = 130, 3J3ax,4: 12.4; 3J3eq74 = 4.6; 3J4,5 = 10.4; 3J5,6: 10.7; 3JS,NH = 9.5; 3J6,7 = 1.8; 3J7,8
= 86, 3]3,932 2.3; 3J8,9b: 5.6; 2J9a,9b: 12.7 HZ; 3JCH2,CH3 = 7.4; 3J(Ha,Hb)ar0m: 9.2 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CsDg): & [ppm] = 126.23 (C-aurom); 119.20 (C-barom); 100.26 (C-2);

74.85 (C-6); 69.87 (C-8); 68.73 (C-4); 67.73 (C-7); 62.87 (C-9); 53.10 (COOCH;); 49.43 (C-
5); 39.65 (C-3); 30.04 (C-2-Prop); 21.23, 20.86, 20.76, 20.61 (je COCHs); 10.11 (CH;-Prop).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-butanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- a-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (48)

CysH36N»O15 (64060) AcO OAc

COOMe
farbloser Feststoff, Smp.: 104 °C AcO™ o OON o
2
HN

R¢ (EE) = 0.41 M AO

[a]2 = +16 (c 0.5, CHCly) 0

Ausbeute: 177 mg (276 umol, 57 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 663.3 [M+Na]", 679.4 [M+K]"

260 mg (483 umol) 44 werden mit 200 mg TBA-HSO4 und 105 mg (2.27 mmol) pNP-OH in
2.5 mL DCM in einem Falcon-Tube geldst und 1.25 mL 1M NaOH zugegeben. Bei RT wird
drei Stunden stark geriihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgt durch Ausschiitteln mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatldsung. Die vereinigten organischen Phasen werden liber MgSO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch (Laufmitte] EE/PE = 10/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 8.09 (d, 2H, H-aurom); 7.05 (d, 2H, H-baom); 5.73 (ddd,
1H, H-8); 5.50 (dd, 1H, H-7); 4.97 (ddd, 1H, H-4); 4.72 (dd, 1H, H-6); 4.49-4.42 (m, 2H, H-
5/H-9a); 4.24 (dd, 1H, H-9b); 4.20 (d, 1H, NH); 3.08 (s, 3H, COOCHs); 2.72 (dd, 1H, H-3.y);
2.23 (dd, 1H, H-3.,); 2.07, 1.85, 1.77, 1.61 (je s, 3H, COCH;); 1.90-1.49 (m, 4H, 2 x CH,);
0.84 (dd, 3H, CHs).

Taaxzeq= 13.2; Taea= 12.7; *Tseqa= 4.6; *J45=10.9; *J5 6= 10.6; *Js7=2.0; *J15= 8.6; *Jg 92 =
2.7; *Jso0=5.6; “Joaon=12.5; *Jem.ciz = 7.2; 3J(Ha,Hb)arom: 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢De): & [ppm] = 126.23 (C-8urom); 119.20 (C-barom); 74.86 (C-6);
69.89 (C-8); 68.72 (C-4); 67.83 (C-7); 62.92 (C-9); 53.11 (COOCH3); 49.37 (C-5); 39.69 (C-
3); 38.79 (C-2-But); 21.24, 20.88, 20.76, 20.69 (je COCHs); 19.40 (C-3-But); 14.24 (CH;-
But).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-isobutanoyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- a-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (49)

Ca3H36N2015 (640.59)

amorpher Feststoff AP COOMe

R¢ (EE) = 0.64 2%&%7‘\04<j>7NO2
[0]22, =+16 (c 1, CHCly) HO AcO

Ausbeute: 133 mg (208 pumol, 44 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 663.0 [M+Na]"

255 mg (474 pmol) 45 werden mit 200 mg TBA-HSO4 und 106 mg (762 pmol) pNP-OH in
2.8 mL DCM in einem Falcon-Tube geldst und 2 mL. 1M NaOH zugegeben. Bei RT wird drei
Stunden stark geriihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgt durch Ausschiitteln mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung. Die vereinigten organischen Phasen werden liber MgSO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird

sdaulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 8.01 (d, 2H, H-aurom); 7.04 (d, 2H, H-baom); 5.72 (ddd,
1H, H-8); 5.49 (dd, 1H, H-7); 4.98 (ddd, 1H, H-4); 4.72 (dd, 1H, H-6); 4.46 (ddd, 1H, H-5);
4.43 (dd, 1H, H-9a); 4.25 (d, 1H, NH); 4.23 (dd, 1H, H-9b); 3.08 (s, 3H, COOCH3); 2.73 (dd,
1H, H-3.); 2.24 (dd, 1H, H-3,); 2.06 (s, 3H, COCHs); 1.95-1.91 (m, 1H, CH-But); 1.85,
1.77, 1.60 (je s, 3H, COCH3); 1.13 (d, 3H, CHsa-But); 0.97 (d, 3H, CH;b-But).

2J3ax,3eq = 12.7; 3]33)(,4: 12.7; 3J3eq,4 = 4.6; 3J4,5 = 10.2; 3J5,6: 10.2; 3J5,NH = 109, 3J6,7: 2.0; 3J7,g
=8.7; Jg.0a=2.8; *Js.ob=5.9; Joaop= 12.5; *Jich.cusaput = 6.9; *Jicrcmzvpue = 6.9; *Jtta bjarom =
9.2 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CsDe): & [ppm] = 118.88 (C-8urom); 115.37 (C-barom); 74.48 (C-6);
69.52 (C-8); 68.25 (C-4); 67.41 (C-7); 62.52 (C-9); 52.67 (COOCH3); 48.95 (C-5); 39.26 (C-
3); 38.79 (CH-But); 20.80, 20.41, 20.31, 20.23 (je COCHj3); 19.62 (CHsa-But); 19.08 (CH;b-
But).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-trifluoracetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (50)

Ca6H29F3N,015 (670.57)
AcO OAc
amorpher Feststoff COOMe
R¢f (DCM/MeOH = 30/1) = 0.22 AC}%‘\}' Q/ O NO,
AcO
[0]2 =+51 (¢ 1, CHCl;) FSC_§O ¢

Ausbeute: 82 mg (0.122 pmol, 45 %)

160 mg (273 pumol) 46 werden mit 97 mg TBA-HSO4 und 54 mg (388 pumol) pNP-OH in
1.5 mL DCM in einem Falcon-Tube gelost und 1 mL 1M NaOH zugegeben. Bei RT wird drei
Stunden stark geriihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgt durch Ausschiitteln mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatldsung. Die vereinigten organischen Phasen werden liber MgSOj4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch (Laufmitte]l: DCM/MeOH = 30/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 8.07 (d, 2H, H-agom); 7.01 (d, 2H, H-burom); 5.82 (d,
1H, NH); 5.66 (ddd, 1H, H-8); 5.52 (dd, 1H, H-7); 4.96 (ddd, 1H, H-4); 4.74 (dd, 1H, H-6);
435 (dd, 1H, H-9a); 4.31 (ddd, 1H, H-5); 4.17 (dd, 1H, H-9b); 3.08 (s, 3H, COOCHs); 2.74
(dd, TH, H-3eq); 2.11 (dd, 1H, H-34); 2.06 (s, 3H, COCH3); 2.01; 1.76, 1.74, 1.55 (je s, 3H,
COCH3).

Taaxzeq = 13.1; “Taaxa = 12.8; *Jaeqa = 4.4; *J45=9.5; *Js6=10.7; *Jsau = 9.5; *Js7=2.0; *J7 5 =
8.5; *Jg9a=2.5; *Jgob=5.3; “Joa.op= 12.6; *J 110 ibyarom = 9.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDe): & [ppm] = 118.88 (C-2uom); 115.22 (C-barom); 73.43 (C-6);

69.18 (C-8); 67.63 (C-4); 67.09 (C-7); 62.01 (C-9); 52.80 (COOCHS;); 50.20 (C-5); 39.06 (C-
3); 20.72, 20.22, 20.11, 19.82 (je COCH).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-propanoyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat) (51)

Ci9H6N,01 (458.42)
farbloser Feststoff, Smp.: 103 °C HO  OH
R; (EE/MeOH = 4/1) = 0.52 _ (OOMe
HO" 0 04<j>—No2
[a]2e, =433 (c 1, MeOH) \ HNE ad
Ausbeute: 40 mg (87 umol, 68 %) 0
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 481.3 [M+K]"; 497.0 [M+K]"

80.0 mg (128 umol) 47 werden in 15 mL abs. Methanol gelost und nach AAV2 mit NaOMe
versetzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt und
nach 2 h durch Neutralisation mit Ionentauscher Amberlite IR 120 H" abgebrochen. Der
Ionentauscher wird abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das Ldsungsmittel wird im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE/MeOH =
6/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): § [ppm] = 8.20 (d, 2H, H-auom); 7.34 (d, 2H, H-baon); 4.17
(dd, 1H, H-6); 3.90 (dd, 1H, H-5); 3.83-3.74 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.72 (s, 3H, COOCH3);
3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.51 (dd,1H, H-7); 2.78 (dd, 1H, H-3.,); ); 2.29 (ddd, 2H, CH,-Prop);
2.04 (dd, 1H, H-3,); 1.15 (dd, 3H, CHs).

Tiaxzeq= 12.7; *Taaa= 13.0; *Jaeqa=4.3; *Ja5=10.4; *Js6=10.4; *Js 7= 1.5; *J35=8.9; *Tgop =
5.9; 2Joaop=11.7; *Jcma.cus) = 7.6; *Jtta pbjarom = 9.4 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, MeOD): § [ppm] = 126.71 (C-aarom); 121.67 (C-barom); 102.34 (C-2);

76.70 (C-6); 72.33 (C-8); 70.56 (C-7); 68.23 (C-4); 65.54 (C-9); 53.91 (COOCH;); 53.57 (C-
5); 42.65 (C-3); 30.59 (C-2-Prop); 10.71 (CHs-Prop).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-butanoyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat) (52)

Ca0H2sN>O11 (472.44) HO OH

farbloser Feststoff, Smp.: 95 °C \_ngMe
HO" 0 04<j>7N02
R (EE/MeOH = 6/1) = 0.35 —\_I%N oo

[a]25, = +60 (c 1, MeOH) 0

Ausbeute: 103 mg (218 umol, 82 %)

170 mg (265 pumol) 48 werden in 15 mL abs MeOH geldst und nach AAV2 mit NaOMe
versetzt bis pH = 9 erreicht ist. DC Kontrolle (Laufmittel: EE/MeOH = 4/1) nach 1.5 Stunden.
Abbruch der Reaktion erfolgt durch Neutralisation unter Zugabe von Ionentauscher Amberlite
IR 120 (H"). Der Ionentauscher wird abfiltriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE/MeOH = 6/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.21 (d, 2H, H-auom); 7.35 (d, 2H, H-baon); 4.17
(dd, 1H, H-6); 3.92 (dd, 1H, H-5); 3.84-3.77 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.74 (s, 3H, COOCH;);
3.63 (dd, 1H, H-9b); 3.54 (dd,1H, H-7); 2.79 (dd, 1H, H-3.y); 2.28-2.20 (m, 2H, CH,-a-But);
2.05 (dd, 1H, H-3,y); 1.72-1.62 (m, 2H, CH,-b-But); 0.98 (dd, 3H, CHs).

Tiaxseq= 12.5; Taaa= 12.2; *Jreqa=4.5; Jas=10.4; *Ts 6= 10.4; Js 7= 1.3; *J75=8.5; *Tgop =
5.6; 2Joaop=11.5; *Jem.cis = 7.4; *Jttatbyarom = 9.2 Hz.

BC-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 125.18 (C-auom); 120.17 (C-barom); 75.19 (C-6);

70.81 (C-8); 69.12 (C-7); 66.70 (C-4); 64.07 (C-9); 52.38 (COOCH;); 52.31 (C-5); 41.19 (C-
3); 37.93 (C-2-But); 19.18 (C-3-But); 12.96 (CH;-But).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-isobutanoyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat) (53)

HO OH
CaoHasNo Oy (472.44) COOMe
farbloser Feststoff, Smp.: 115 °C HO o OON%
HN
R (EE/MeOH = 6/1) = 0.67 H HO
[a]2, =+32 (c 1, MeOH) ©

Ausbeute: 56.3 mg (119 umol, 64 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 495.2 [M+Na]", 511.1 [M+K]"

118 mg (184 umol) 49 werden in 8§ mL abs. Methanol geldst und nach AAV2 mit NaOMe
versetzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt und
nach 2 h durch Neutralisation mit Ionentauscher Amberlite IR 120 (H") abgebrochen. Der
Ionentauscher wird abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das Ldsungsmittel wird im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE/MeOH =
6/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): § [ppm] = 8.20 (d, 2H, H-auom); 7.34 (d, 2H, H-baon); 4.16
(dd, 1H, H-6); 3.88 (dd, 1H, H-5); 3.83-3.76 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.73 (s, 3H, COOCH3);
3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.49 (dd,1H, H-7); 2.78 (dd, 1H, H-3.y); 2.51 (h, 1H, CH-But); 2.04 (dd,
1H, H-340); 1.15 (2xCH;-But).

Tiaxzeq= 13.1; Taaea= 11.8; *Jaeqa=4.3; *J45=10.3; *Js6=10.3; *Js7= 1.3; *J75=9.0; *Jgop =
5.8; 2Joaob=10.5; *Jcrcusipu = 7.0; *Jitabyarom = 9.3 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, MeOD): § [ppm] = 126.27 (C-aarom); 121.41 (C-byrom); 102.01 (C-2);

76.36 (C-6); 71.96 (C-8); 70.27 (C-7); 67.78 (C-4); 65.19 (C-9); 53.49 (COOCH;); 53.37 (C-
5); 42.32 (C-3); 36.46 (CH-But); 20.09 (CHsa-But); 19.68 (CH;b-But).
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4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-trifluoracetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-
2-nonulopyranosylonat) (54)

Ci6H2 N2Oy (498.36) HO OH

farbloser Feststoff, Smp.: 165 °C \ (OOMe

R¢ (EE) =0.54 HI%\\I 2 OON%
[a]25 = +30 (c 1, MeOH) o)

Ausbeute: 39 mg (78 umol, 66 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 521.2 [M+Na]" ,537.2 [M+K]"

80.0 mg (119 pumol) 50 werden in 5 mL abs. Methanol gelost und bis pH = 9 mit NaOMe
versetzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt und
nach 2 h durch Neutralisation mit Ionentauscher Amberlite IR 120 (H") abgebrochen. Der
Ionentauscher wird abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das Ldsungsmittel wird im

Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.19 (d, 2H, H-auom); 7.35 (d, 2H, H-baom); 4.42
(dd, 1H, H-6); 4.12 (dd, 1H, H-5); 3.83-3.75 (m, 3H, H-4/H-8/H-9a); 3.73 (s, 3H, COOCH);
3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.49 (dd,1H, H-7); 2.78 (dd, 1H, H-3y); ); 2.09 (dd, 1H, H-3,y).

2J3ax,3eq: 12.8; 3Jgax’4: 12.8; 3J3eq,4: 4.5; 3J4,5 = 10.5; 3J5,6: 10.5; 3J6,7: 1.3; 3J7,8: 90, 3J8,9b:
5.3; 2J9a,9b: 108, 3J(Ha,Hb)arom: 9.3 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 126.27 (C-auom); 121.34 (C-barom); 99.95 (C-2);

75.29 (C-6); 72.24 (C-8); 70.11 (C-7); 67.67 (C-4); 65.08 (C-9); 53.73 (C-5); 53.49
(COOCH3); 42.20 (C-3).

96



Experimenteller Teil

Thiophenyl-(methyl-5-N-benzyloxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-

a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (55)

Ca3H3NO 138 (689.73)

AcO OAc
farbloser Sirup Q COOMe
Ry (EE) = 0.78 0 AL S@
\_ﬁ AcO
[a]3, =+26 (c 1, CHCl3) N

Ausbeute: 420 mg (609 umol, 25 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 612.0 [M+Na]"

145g (249 mmol) 30 werden in 12mL abs. MeOH gelost und mit 340 pL
Methansulfonsdure versetzt und 24h bet 60°C geriihrt. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete
Amin durch Besprithen mit Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von
Triethylamin neutralisiert. Es werden weitere 1.0 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei
0°C mit 1.00 mL (3.95 mmol) Benzyloxyessigsdureanhydrid 56 versetzt und 1 h unter
Eiskiihlung geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel:
DCM/MeOH = 5/3) verfolgt. Die Losung wird eingeengt. Der Riickstand wird in 10 mL
Essigsdureanhydrid geldst und bei 0 °C tropfenweise mit 10 mL abs. Pyridin versetzt. Es wird
iiber Nacht bei RT geriihrt und die Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE)
verfolgt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt durch Zugabe von 1.5 mL MeOH bei 0 °C. Das
Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Riickstand in Toluol gelost. Es wird mit 1M
HCI und Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wird zweimal sdulenchromatographisch

(Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, CsDg): & [ppm] = 7.64 (d, 2H, H-o (SPh)); 7.28-7.04 (m, 8H, Harom);
6.28 (d, 1H, NH); 5.70 (dd, 1H, H-7); 5.66 (ddd, 1H, H-8); 5.09 (ddd, 1H, H-4); 4.72 (dd, 1H,
H-9a); 4.76 (dd, 1H, H-9b); 4.40 (ddd, 1H, H-5); 4.24 (d, 1H, CHya-Bn); 4.13 (d, 1H, CH,b-
Bn); 4.06 (dd, 1H, H-6); 3.89 (d,1H, CH,a-Gc); 3.79 (d, 1H, CH,b-Gc); 3.13 (s, 3H,
COOCH;); 3.06 (dd, 1H, H-3.); 2.07 (dd, 1H, H-3,); 1.94, 1.91, 1.75, 1.57 (je s, 3H,
COCH,).
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2J3ax’3eq: 12.7; 3J3ax,4: 11.7; 3J3eq,4: 4.6; 3J4’5 = 10.4; 3J5,6: 10.7; 3J5,NH: 10.2; 3J6’7: 2.0; 3J7,8
=7.1; *Tg0a=2.3; *Tgop = 5.3; *Joaop=12.5; *Jcrn-an = 12.0; *Jcrn-Ge = 15.3; *Tim o = 8.4; Tu
orip= 1.0 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeD¢): & [ppm] = 130.23, 129.54, 129.14, 128.82 (je C-arom); 75.70

(C-6); 73.58 (CH,-Bn); 70.90 (C-8); 70.02 (CH,-Ge); 69.93 (C-4); 68.55 (C-7); 62.69 (C-9);
52.61 (COOCH;); 49.77 (C-5); 39.40 (C-3); 21.25, 21.06, 20.88, 20.69 (je COCHs).

Benzyloxyessigsaureanhydrid (56)

BnO 0

C15H 505 (314.33) <
O

farblose Fliissigkeit: d*° = 1.24 /—<
BnO o

Ausbeute: 0.59 g (1.88 mmol, 58 %)

1.24 mL (6.50 mmol NaOH) 20%ige NaOH-Losung und 208 mg (650 umol) TBA-Br gelost
in 5 mL DCM werden unter starkem Riihren in einem Falcon-Tube vorgelegt und bei -10 °C
iiber einen Zeitraum von fiinfzehn Minuten 1.00 mL (6.44 mmol) Benzyloxyacetylchlorid
gelost in 10 mL DCM zugetropft. Die Losung wird weitere 2 h bei -10 °C geriihrt und
anschlieBend auf RT erwédrmt. Die wéssrige Phase wird abgetrennt und die organische Phase
jeweils zweimal mit NaHCOs;-Losung und Wasser ausgeschiittelt, iiber Magnesiumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel bei geringer Temperatur im Vakuum entfernt.

'H-NMR (400 MHz, C¢D¢): & [ppm] = 7.24-7.06 (m, 10H, H-arom); 4.25 (s, 4H, CH,-Bn);
3.73 (s, 4H, CH,-Ac).

BC-NMR (101 MHz, CeDg): & [ppm] = 166.33 (COO); 137.31 (Carom-CH,); 128.18 (C-
ortho); 128.02 (C-meta); 127.86 (C-para); 73.03 (CH,-Bn); 67.05 (CH,-Ac).

98



Experimenteller Teil

Acetoxyessigsdureanhydrid in DCM (57)

CsH,00 (218.16) {

1.24 mL (6.50 mmol NaOH) 20%ige NaOH-Ldsung und 208 mg (645 umol) TBA-Br gelost
in 5 mL DCM werden unter starkem Riihren in einem Falcon-Tube vorgelegt und bei -10 °C
iiber einen Zeitraum von fiinfzehn Minuten 1.07 mL (6.44 mmol) Acetoxyacetylchlorid gelost
in 10 mL DCM zugetropft. Die Losung wird weitere 2 h bei -10 °C. Die wéssrige Phase wird
abgetrennt und die organische Phase jeweils zweimal mit NaHCOs-Losung und Wasser
ausgeschiittelt, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel bei geringer

Temperatur im Vakuum entfernt.

Thioethyl-(methyl-5-N-benzyloxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- o~
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (59)

CaoH3oNO5S (641.68) .
C

OAc

farbloser Sirup COOMe

R¢ (EE) = 0.74 0 A7 TS\
AcO

[0]22, =+34 (c 1, CHCly) *ﬁo ¢

Ausbeute: 109 mg (170 umol, 23 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 663.8 [M+Na]", 679.8 [M+K]"

400 mg (747 pmol) 31 werden in 4 mL abs. MeOH geldst und mit 105 pLL Methansulfonsdure
versetzt und 44 h bei 60 °C geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch
(Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete Amin durch Bespriihen mit
Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Es
werden weitere 0.4 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei 0 °C mit 0.4 mL (1.48 mmol)
Benzoxyessigsdureanhydrid 55 versetzt und 1 h unter Eiskiihlung geriihrt. Die Reaktion wird

diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt. Die Losung wird
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eingeengt. Der Riickstand wird in 3.0 mL Essigsdureanhydrid gelost und bei 0°C
tropfenweise mit 3.0 mL abs. Pyridin versetzt. Es wird liber Nacht bei RT geriihrt und die
Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Der Abbruch der Reaktion
erfolgt durch Zugabe von 1.5 mL MeOH bei 0 °C. Das Losungsmittel wird im Vakuum
entfernt und der Riickstand in Toluol gelost. Es wird mit 1M HCI und Wasser gewaschen. Das

Rohprodukt wird zweimal sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 7.23-7.05 (m, SH, Huom); 6.33 (d, 1H, NH); 5.81
(ddd, 1H, H-8); 5.69 (dd, 1H, H-7); 5.14 (ddd, 1H, H-4); 4.66 (dd, 1H, H-9a); 4.46 (ddd, 1H,
H-5); 4.33 (dd, 1H, H-9b); 4.25 (d, 1H, CHsa-Bn); 4.15 (d, 1H, CH,b-Bn); 4.03 (dd, 1H, H-
6); 3.90 (d,1H, CH,a-Ge); 3.77 (d, 1H, CHab-Ge); 3.30 (s, 3H, COOCH3); 2.99 (dddd, 1H,
CH,a-SEt); 2.91 (dd, 1H, H-3.y); 2.69 (dddd, 1H, CH,b-SEt); 2.09 (s, 3H, COCHj); 2.05 (dd,
1H, H-3,.); 1.89, 1.74, 1.60 (je s, 3H, COCHs); 1.11 (dd, 3H, CH;-SEt).

Taaxzeq= 12.8; Taama= 11.8; Jeqa=4.8; *Ju5=10.5; *Js 6= 10.8; *Jsxu = 10.3; *Js.7= 2.0; *J75
= 8.3; “Js0a= 2.8; “Tsop = 5.5; “Joaon = 12.3; “Jcmn-ce = 15.15 *Jemapn = 12.3; “Jemn-se = 12.5;

3 _
Jema,cms-see = 7.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 137.53 (C-arom); 128.74, 128.15, 128.09 (je CH-
arom); 83.75 (C-2); 74.72 (C-6); 73.19 (CH,-Bn); 69.64 (CH,-Ge); 69.56 (C-8); 69.43 (C-4);
67.95 (C-7); 62.58 (C-9); 52.32 (COOCHz;); 49.49 (C-5); 38.97 (C-3); 23.62 (CH,-SEt);
21.09, 20.62, 20.39, 20.32 (je COCH3); 14.39 (CH;-SEt).

Methyl-5-N-benzyloxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- f-D-glycero-

D-galacto-2-nonulopyranosylonat (60)

Cy7H3sNO14 (597.57) A0 OAc

amorpher Feststoff, Smp.: 61 °C OH
AcO"
R¢ (EE) =0.63 BnO CHN O COOMe

AcO
[a]ggé =-45 (¢ 1, CHCly) 0

Ausbeute: 55.0 mg (108 umol, 54 %)
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118 mg (171 pmol) 55 werden in 4 mL Aceton geldst und 0.2 mL. Wasser zugegeben. Die
Losung wird mit 85 mg (0.48 mmol) NBS versetzt, eine halbe Stunde bei RT geriihrt und
weitere 70 mg (0.40 mmol) NBS zugegeben. Die Reaktion wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und der Riickstand in Chloroform geldst. Die Losung wird jeweils zweimal
mit ges. NaHCO;-Lsg. und Wasser gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch

(Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Ds): & [ppm] = 7.27-7.08 (m, SH, Hyrom); 6.55 (d, 1H, NH); 5.69 (dd,
1H, H-7); 5.60 (ddd, 1H, H-8); 5.43 (ddd, 1H, H-4); 4.90 (dd, 1H, H-9a); 4.63 (ddd, 1H, H-5);
4.59 (d, 1H, OH); 4.30 (d, 1H, CH,a-Bn); 4.22 (dd, 1H, H-6); 4.19 (dd, 1H, H-9b); 4.15 (d,
1H, CH,b-Bn); 3.95 (d,1H, CH,a-Ge); 3.82 (d, 1H, CHyb-Ge); 3.26 (s, 3H, COOCH3); 2.28
(ddd, 1H, H-34); 2.23 (dd, 1H, H-3y); 1.91, 1.78, 1.68, 1.63 (je s, 3H, COCH).

Tsaxzeq= 13.0; “Taaxa = 10.7; *Taaxon = 1.5; *Jaeqa = 5.6; *Ja5=10.7; *Js6 = 10.4; *Js 1 = 10.4;
J67=2.3;"T78=5.1; Tg0a=2.3; Jg.00=7.4; *Joaop=12.5; “Jcrp-pn = 11.9; “Jcr-ge = 15.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CgDe): & [ppm] = 128.59, 128.44, 128.11 (je C-arom); 95.61 (C-2);
73.55 (CH,-Bn); 72.41 (C-8); 71.95 (C-6); 69.98 (CH,-Gc); 69.59 (C-4); 68.90 (C-7); 63.55
(C-9); 53.09 (COOCH3); 49.67 (C-5); 37.09 (C-3); 20.94, 20.88, 20.70, 20.65 (je COCHj3).

Methyl-5-N-benzyloxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy--D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat (61)

C,7H34CINOy;3 (61601) AcO OAc al
amorpher Feststoff /:M\COOMe
BnO HN
Ry (EE) = 0.65 o
20 _ O
[a]2, =-13 (c 1, CHCL3)

Ausbeute: 171 mg (278 umol, 99 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 637.9 [M+Na]"
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167 mg (280 umol) 60 werden bei 0 °C in 30 mL AcCl geldst und tropfenweise mit 0.6 mL
MeOH versetzt. Es wird ca. 17 h bei RT und verschlossenem Reaktionsgefd3 geriihrt. Durch

Entfernen des Losungsmittels wird die Reaktion abgebrochen.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § [ppm] = 7.27 (d, 2H, H-o0); 7.19 (dd, 2H, H-m); 7.08 (dd, 1H,
H-p); 6.39 (d, 1H, NH); 5.73 (dd, 1H, H-7); 5.54 (ddd, 1H, H-8); 5.41 (ddd, 1H, H-4); 4.80
(dd, 1H, H-9a); 4.57 (ddd, 1H, H-5); 4.29 (d, 1H, CHya-Bn); 4.26 (dd, 1H, H-9b); 4.18 (dd,
1H, H-6); 4.17 (d, 1H, CH,b-Bn); 3.94 (d,1H, CH,a-Gce); 3.79 (d, 1H, CHb-Ge); 3.34 (s, 3H;
COOCH:); 2.76 (dd, 1H, H-3.); 2.04 (dd, 1H, H-3.); 1.93, 1.87, 1.71, 1.60 (je s, 3H,
COCH3).

Tsaxseq= 13.7; Taaxa= 11.2; Jreqa=4.8; *Ju5=10.7; *Js 6= 10.7; *Jsau = 10.7; *Js7= 2.5; *J15
= 6.6; *J3.90= 2.8; “Tgop = 6.5; “Joaop = 12.5; “Jcm-n = 12.0; “Jcm-ge = 15.0 *Jono = 7.4; *Jnp =
7.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): & [ppm] = 74.57 (C-6); 73.30 (CH»-Bn); 70.79 (C-8); 69.59
(CH,-Gc); 68.51 (C-4); 67.50 (C-7); 62.54 (C-9); 53.12 (COOCH3); 48.53 (C-5); 41.32 (C-3);
20.70, 20.62, 20.33, 20.24 (je COCHs).

4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-benzyloxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-

didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (62)

C33H33N>016 (718.66) AcO  OAc

farbloser Feststoff, Smp.: 71 °C COOMe
AcO"
R¢ (EE) = 0.80 Bno | HN—d © < > NO2

AcO
[a]2y, =+21 (c 0.5, CHCl3) O

Ausbeute: 91.0 mg (130 umol, 49 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 740.7 [M+Na]"

160 mg (260 umol) 61 werden mit 110 mg TBA-HSO4 und 57 mg (0.41 mmol) pNP-OH in
1.5 mL DCM in einem Falcon-Tube gelost und 1 mL 1M NaOH zugegeben. Bei RT wird drei
Stunden stark geriihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgt durch Ausschiitteln mit geséttigter
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Natriumhydrogencarbonatlosung. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSOy4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE/PE = 10/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 8.08 (d, 2H, H-apnp); 7.22-7.08 (m, SH, H-Bn); 7.06
(d, 2H, H-byp); 6.40 (d, 1H, NH); 5.73 (ddd, 1H, H-8); 5.67 (dd, 1H, H-7); 5.17 (ddd, 1H, H-
4); 4.74 (dd, 1H, H-6); 4.48 (ddd, 1H, H-5); 4.43 (dd, 1H, H-9a); 4.25 (dd, 1H, H-9b); 4.23 (d,
1H, CHya-Bn); 4.13 (d, 1H, CH,b-Bn); 3.89 (d, 1H, CHa-Gc); 3.77 (d, 1H, CH,b-Gc); 3.05
(s, 3H, COOCH;); 2.83 (dd, 1H, H-34); 2.25 (dd, 1H, H-3,); 2.00, 1.85, 1.74, 1.60 (je s, 3H,
COCH3).

Tiaxzeq= 12.8; Taaxa = 12.1; J3eqa = 4.8; *Ju5=10.3; *Js 6= 10.3; *Jsxu = 10.0; *Js7= 1.8; *J75
= 8.8; “Jgoa = 2.5; *Jgob = 5.3; “Joaon = 12.6; “Jemapn = 12.0; “Jcm.ge = 15.1; 3J(Ha,Hb)pNP =93
Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢D¢): & [ppm] = 128.79 (C-orthog,); 128.10 (c-metagy); 127.91 (C-
parag,); 119.01 (C-apnp); 115.32 (C-bynp); 100.01 (C-2); 74.18 (C-6); 73.27 (CH,-Bn); 69.55
(CH2-Gce); 69.19 (C-8); 68.20 (C-4); 67.67 (C-7); 62.39 (C-9); 52.68 (COOCH;); 49.31 (C-5);
39.21 (C-3); 20.79, 20.46, 20.32, 20.23 (je COCHj3).

4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-benzyloxyacetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosylonat) (63)

CasH30N2012 (550.51) Ho o

farbloser Feststoff, Smp.: 162 °C COOMe

R¢ (EE) = 0.42 B0 HN—LL OON%
\_< HO

[a]2 =+37 (¢ 1, MeOH) )

Ausbeute: 23 mg (42 umol, 43 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 572.7 [M+Na]", 588.6 [M+K]"

70 mg (97 umol) 62 werden in 4 mL abs. Methanol gelost und nach AAV2 mit NaOMe
versetzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt und
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nach 2 h durch Neutralisation mit Ionentauscher Amberlite IR 120 H" abgebrochen. Der
Ionentauscher wird abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt sédulenchromatographisch (Laufmittel: EE/MeOH =
10/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.19 (d, 2H, H-ayp); 7.42-7.29 (m, 7H, H-bynp/H-
Bn); 4.63 (d, 1H, CH»a-Bn); 4.62 (d, 1H, CH,b-Bn); 4.25 (dd, 1H, H-6); 4.02 (s, 2H, CH,-
Ge); 4.00 (dd, 1H, H-5); 4.90 (ddd, 1H, H-4); 3.83-3.77 (m, 2H, H-8/H-9a); 3.73 (s, 3H,
COOCH;); 3.63 (dd, 1H, H-9b); 3.55 (dd,1H, H-7); 2.80 (dd, 1H, H-3.,); 2.04 (dd, 1H, H-
3ax)-

2J3ax,3eq: 12.7; 3Jgax’4: 12.0; 3J3eq,4: 4.6; 3J4,5 = 10.1; 3J5,6: 10.7; 3J6,7: 1.5; 3J7,8: 89, 3J8,9b:
5.9; 2J9a,9b: 11.4; 2JCH2_Bn = 11.7; 3J(Ha,Hb)pNP: 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, MeOD): § [ppm] = 128.44 (C-orthog,); 128.16 (c-metag,); 127.99 (C-
paragy); 125.15 (C-apnp); 120.36 (C-bpxp); 100.94 (C-2); 74.69 (C-6); 73.29 (CH,-Bn); 70.99
(C-8); 68.95 (C-7); 68.87 (CH,-Gc); 66.43 (C-4); 63.95 (C-9); 52.43 (C-5); 52.19 (COOCH3);
42.83 (C-3).

4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-glycolyl-3,5-didesoxy- a-D-glycero-D-galacto-2-
nonulopyranosylonat) (64)

CisH24N>015 (460.39)

. o HO OH
farbloser Feststoff, Smp.: 114 °C COOMe
R¢ (EE/MeOH = 3/1) = 0.44 HO™—~0 OON02
HO HN
[a], =+46 (c 1, MeOH) Lﬁ HO
(0]
Ausbeute: 28 mg (61 umol, 74 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 484.0 [M+Na]" ,499.9 [M+K]"

55 mg (82 pmol) 69 werden in 5 mL abs. Methanol gelost und nach AAV2 mit NaOMe
versetzt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt und
nach 2 h durch Neutralisation mit Ionentauscher Amberlite IR 120 H" abgebrochen. Der

Ionentauscher wird abfiltriert und mit MeOH gewaschen. Das Losungsmittel wird im
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Vakuum entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE/MeOH =
3/1) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.20 (d, 2H, H-auom); 7.35 (d, 2H, H-byrom); 4.24
(dd, 1H, H-6); 4.05 (s,2H, CH,-Gc); 3.97 (dd, 1H, H-5); 3.90 (ddd, 1H, H-4); 3.82 (dd, 1H,
H-9a); 3.78 (ddd, 1H, H-8); 3.73 (s, 3H, COOCH;); 3.62 (dd, 1H, H-9b); 3.54 (dd,1H, H-7);
2.81 (dd, 1H, H-3y); 2.05 (dd, 1H, H-3,y).

2J3ax’3eq: 130, 3J3ax,4: 11.5; 3J3eq,4 = 4.6; 3J4,5 = 10.2; 3J5,6 = 10.2; 3J6,7 = 1.5; 3J7,8 = 9.2; 3J8,9a:
2.8; *Jg.00=5.3; “Joa.0o = 11.2; *Jtra tiyarom = 9.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 125.14 (C-aaom); 120.33 (C-barom); 74.79 (C-6);
70.95 (C-8); 68.94 (C-7); 66.47 (C-4); 63.97 (CH,-Gc); 61.51 (C-9); 52.42 (COOCHs); 52.15
(C-5); 41.06 (C-3).

4-Aminophenyl-(methyl-5-N-benzyloxyacetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat) (65)

C,5H35N»01 (520.53

25H32N201 ( ) o on

farbloser Sirup COOMe

R¢ (EE/MeOH = 3/1) = 0.66 BnO H% Q OONHz
HO

[0]5 =+31 (c 1, MeOH) QO

Ausbeute: 8.7 mg (15 umol, 46 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 542.8 [M+Na]"

20 mg (36 umol) 63 werden in 15 mL MeOH gelost und mit 0.5 mL Wasser versetzt. Es wird
eine Spatelspitze Pd/C (10 %) zugegeben und 4 h unter Hy-Atmosphére geriihrt. Die Reaktion
wird dinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE/MeOH = 3/1) verfolgt. Die Reaktion
wird durch  Abfiltrieren des Katalysators beendet. Das Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: EE/MeOH = 3/1).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): § [ppm] = 7.40-7.28 (m, 5H, H-Bn); 6.89 (d, 2H, H-a,sp); 6.62
(d, 2H, H-b,ap); 4.62 (d, 1H, CH,a-Bn); 4.59 (d, 1H, CH,b-Bn); 4.01 (s, 2H, CH,-Gc); 3.92-
3.78 (m, 4H, H-4/H-5/ H-8/H-9a); 3.74 (dd, 1H, H-6); 3.71 (s, 3H, COOCH3); 3.65 (dd, 1H,
H-9b); 3.53 (dd,1H, H-7); 2.82 (dd, 1H, H-3.,); 1.91 (dd, 1H, H-3,).

Tsaxseq= 12.7; Taaxa= 11.9; *Jaeqa=4.9; *Js6=10.4; °Js 7= 1.5;°J; 5= 8.7; Jg.op = 5.3; "Joa00 =
11.2; *Jcpa o = 11.9; *Jammypar = 8.9 Hz.

3C-NMR (101 MHz, MeOD): § [ppm] = 128.06 (C-orthog,); 127.77 (c-metag,); 127.61 (C-
paragy); 122.93 (C-apnp); 115.35 (C-byxp); 101.17 (C-2); 73.53 (C-6); 72.94 (CH,-Bn); 71.43
(C-8); 68.58 (C-7); 68.52 (CHa-Gc); 66.70 (C-4); 63.19 (C-9); 51.94 (C-5); 51.79 (COOCH3);
40.36 (C-3).

Thiophenyl-(methyl-5-N-acetoxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-o-
D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (66)

Cy5H3sNO 1S (641.64) o on
C C

amorpher Feststoff COOMe
R (EE) = 0.63 AcO Ack(l)l\\l R S@

20 AcO
[a]s =13 (c 0.1, CHCL) Y

Ausbeute: 211 mg (329 umol, 38 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 664.1 [M+Na]", 680.0 [M+K]"

500 mg (857 umol) 30 werden in 4 mL abs. MeOH geldst und mit 500 pL. Methansulfonséure
versetzt und 24 h bei 60 °C geriihrt. Die Reaktion wird diinnschichtchromatographisch
(Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt und das gebildete Amin durch Besprithen mit
Ninhydrin-Lsg. detektiert. Die Losung wird durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Es
werden weitere 0.4 mL Triethylamin zugegeben, die Losung bei 0 °C mit einem Uberschul3
57 versetzt und 1h unter Eiskithlung geriihrt. Die  Reaktion  wird
diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: DCM/MeOH = 5/3) verfolgt. Die Losung wird
eingeengt. Der Riickstand wird in 4 mL Essigsdureanhydrid gelost und bei 0 °C tropfenweise
mit 4 mL abs. Pyridin versetzt. Es wird iiber Nacht bei RT geriihrt und die Reaktion
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diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Der Abbruch der Reaktion erfolgt
durch Zugabe von 2.5 mL MeOH bei 0 °C. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und
der Riickstand in Chloroform geldst. Es wird mit 1M HCl und Wasser gewaschen. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢De): & [ppm] = 7.62 (dd, 2H, H-0); 7.14 (dd, 2H, H-m); 7.06 (dddd,
1H, H-p); 5.65 (ddd, 1H, H-8); 5.58 (dd, 1H, H-7); 5.39 (d, 1H, NH); 5.12 (ddd, 1H, H-4);
4.73 (dd, 1H, H-9a); 4.47 (dd, 1H, H-9b); 4.47 (d,1H, CHa-Gc); 4.31 (ddd, 1H, H-5); 4.15 (d,
1H, CHb-Gc); 4.11 (dd, 1H, H-6); 3.14 (s, 3H, COOCH;); 2.98 (dd, 1H, H-3.,); 2.04 (dd,
1H, H-3,0); 1.93, 1.92, 1.79, 1.73, 1.69 (je s, 3H, COCHs).

2J3ax,3eq: 12.7; 3J33x,4: 12.0; 3J3eq,4: 36, 3J4,5: 109, 3J5,6: 10.7; 3J5,NH: 99, 3J6,7: 2.0; 3J7,g:
7.1; 3J8,9a: 2.5; 3J8,9b: 5.3; 2J93,9b: 12.5; 2JCH2-Gc = 15.0; 3JH—m,H—o = 8.1; 3JH-m,H-p =74 HZ; 4JH_
oH-p = 1.3 Hz.

BC-NMR (101 MHz, Cg¢De): & [ppm] = 130.16, 129.46, 128.59 (je C-arom); 88.53 (C-2);
75.59 (C-6); 70.96 (C-8); 69.21 (C-4); 68.41 (C-7); 63.16 (CH,-Gc); 62.49 (C-9); 52.55
(COOCH3;); 50.14 (C-5); 39.24 (C-3); 21.15, 20.94, 20.80, 20.70, 20.39 (je COCHs).

Methyl-5-N-acetoxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy- f-D-glycero-D-

galacto-2-nonulopyranosylonat (67)

Cx»H31NO;5 (549.48) AcO OAc on
farbloser Feststoff, Smp.: 58 °C AcO™ 07 ~COOMe
AcO HN
[a]3% =-20 (c 1, CHCLy) Al
o

R¢ (EE) =0.57
Ausbeute: 111 mg (202 umol, 65 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 571.9 [M+Na]"

200 mg (312 pumol) 66 werden in 8 mL Aceton gelost und 0.4 mL Wasser zugegeben. Die
Losung wird mit 163 mg (916 pmol) NBS versetzt, eine halbe Stunde bei RT geriihrt und
weitere 100 mg (562 umol) NBS zugegeben. Die Reaktion wird diinnschicht-
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chromatographisch (Laufmittel: EE) verfolgt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt
und der Riickstand in Chloroform gelost. Die Losung wird jeweils zweimal mit geséttigter
NaHCOs-Lsg. und Wasser gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, CgDg): & [ppm] = 5.83 (d, 1H, NH); 5.64 (dd, 1H, H-7); 5.59 (ddd, 1H,
H-8); 5.45 (ddd, 1H, H-4); 4.96 (dd, 1H, H-9a); 4.90 (d, 1H, OH); 4.56 (ddd, 1H, H-5); 4.53
(d,1H, CHa-Gc); 4.29 (dd, 1H, H-6); 4.23 (d, 1H, CH,b-Gc); 4.20 (dd, 1H, H-9b); 3.29 (s,
3H, COOCH3); 2.26 (ddd, 1H, H-3,,); 2.15 (dd, 1H, H-3.y); 1.90, 1.84, 1.79, 1.75, 1.69 (je s,
3H, COCH3).

2J3ax,3eq = 12.7; 3J3ax’4 = 11.7; 3J3ax,OH = 2.0; 3J3eq,4 = 5.1; 3J4,5 = 10.4; 3J5,6 = 10.4; 3J5,NH = 99,
3J6,7: 2.0; 3J7,g: 4.8; 3J8,9a: 2.0; 3J8,9b: 7.6; 2J9a,9b: 12.2; 2JCH2_GC =15.0 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 95.01 (C-2); 72.13 (C-8); 71.46 (C-6); 68.44 (C-4);
68.24 (C-7); 62.95 (C-9); 62.65 (CH,-Ge); 52.53 (COOCHS;); 49.68 (C-5); 36.50 (C-3); 20.39,
20.32, 20.23, 20.09, 19.88 (je COCHs).

Methyl-5-N-acetoxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-2-chlor-3,5-didesoxy-#-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat (68)

C2H30CINO 4 (567.92)
AcO OAc

amorpher Feststoff l
[a]2, =-41 (c 1, CHCl) e O Q7 CO0Me

AcO
R¢ (EE) =0.65 0

Ausbeute: 102 mg (180 umol, 95 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 589.9 [M+Na]"

104 mg (189 pmol) 67 werden bei 0 °C in 30 mL AcCl geldst und tropfenweise mit 0.6 mL
MeOH versetzt. Es wird ca. 17 h bei RT und verschlossenem Reaktionsgefd3 geriihrt. Durch
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird die Reaktion abgebrochen und das Produkt
getrocknet.
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'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 5.60 (dd, 1H, H-7); 5.53 (ddd, 1H, H-8); 5.38 (ddd,
1H, H-4); 5.24 (d, 1H, NH); 4.79 (dd, 1H, H-9a); 4.48 (d,1H, CH,a-Gc); 4.45 (ddd, 1H, H-5);
4.26 (dd, 1H, H-9b); 4.21 (dd, 1H, H-6); 4.16 (d, 1H, CH,b-Gc); 3.34 (s, 3H, COOCH;); 2.64
(dd, 1H, H-3.y); 1.97 (dd, 1H, H-3,,); 1.91, 1.88, 1.78, 1.76, 1.74 (je s, 3H, COCH3).

Tiaxzeq= 14.0; Taaa= 11.2; Jseqa=4.8; *Jus=10.4; *Js 6= 10.7; *Jsxu = 10.4; *Js7=2.3; *J15
= 6.4; 3]&93: 2.8; 3J8,9b: 6.1; 2J9a,9b: 12.5; 2JCH2—Gc =14.8 Hz.

BC-NMR (101 MHz, CeDg): § [ppm] = 74.92 (C-6); 71.15 (C-8); 68.07 (C-4); 67.56 (C-7);
63.16 (C-9); 62.73 (CH»-Gc); 53.46 (COOCH;); 49.30 (C-5); 41.48 (C-3); 21.02, 20.90,
20.68, 20.67, 20.43 (je COCHs).

4-Nitrophenyl-(methyl-5-N-acetoxyacetyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,5-didesoxy-

a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonat) (69)

CysH34N,047 (67057) AcO OAc

. COOMe

farbloser Sirup MOONO
2

R (EE) = 0.62 ACO@ A

[a]2, =+21 (c 1, CHCL) 0

Ausbeute: 61 mg (91 umol, 47 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 693.0 [M+Na]", 709.0 [M+K]"

92.0 mg (0.192 mmol) 68 werden mit 69 mg TBA-HSO, und 38.0 mg (0.273 mmol) pNP-OH
in 1.0 mL DCM in einem Falcon-Tube gelost und 0.7 mL 1M NaOH zugegeben. Bei RT wird
drei Stunden stark geriihrt. Der Reaktionsabbruch erfolgt durch Ausschiitteln mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber MgSQO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch (Laufmittel: EE) gereinigt.

'H-NMR (400 MHz, C¢Dg): & [ppm] = 8.09 (d, 2H, H-aurom); 7.04 (d, 2H, H-byom); 5.72 (ddd,

1H, H-8); 5.55 (dd, 1H, H-7); 5.37 (d, 1H, NH); 5.24 (ddd, 1H, H-4); 4.84 (dd, 1H, H-6); 4.42

(d,1H, CHaa-Gc); 4.42 (dd, 1H, H-9a); 4.34 (ddd, 1H, H-5); 4.24 (dd, 1H, H-9b); 4.11 (d, 1H,
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CHab-Ge); 3.04 (s, 3H, COOCH;); 2.75 (dd, 1H, H-34); 2.22 (dd, 1H, H-3,,); 2.02, 1.83,
1.79, 1.78, 1.69 (je s, 3H, COCHs).

2J3ax,3eq = 130, 3]33)(,4: 12.5; 3J3eq,4 = 4.6; 3J4,5 = 10.7; 3J5,6: 10.7; 3J5,NH = 10.2; 3J6,7: 1.8; 3J7,g
= 86, 3]3,932 30, 3J8,9b: 5.3; 2J9a,9b: 12.5 ) ZJCHz_GC = 14.7; 3J(Ha,Hb)arom: 9.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, C¢D): & [ppm] = 125.79 (C-aurom); 118.85 (C-byom): 74.07 (C-6);
69.24 (C-8); 67.63 (C-7); 67.40 (C-4); 62.83 (CH,-Gc); 62.21 (C-9); 52.70 (COOCHs3); 49.96
(C-5); 39.33 (C-3); 20.78, 20.45, 20.35, 20.03 (je COCHs).

Methyl-(5-acetamido-9-O-butanoyl-3,5-didesoxy- a-D-galacto-D-glycero-2-
nonulopyranosylonsiure)-(2-3)-(/-D-galactopyranosyl)-(1-6)-a-D-

glucopyranosid (71)
CysH47NOyg (71767) (0]
Ciimo 0O OH
farbloser Feststoff, Smp.: 112 °C COOH o
2. =+11(c1,H0 HO™
[0]546 (¢ 1, Hx0) AcHN G R 0 ) HOO/%
Re (BUOH/AcOH/H;0 = 5/2/2) = 0.19 omon 0T Ho

OMe
Ausbeute: 14 mg (20 umol, 78 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 740.2 [M+Na]"

13 mg (25 pmol) 29 werden mit 13 mg (35 pmol) 18 in 1 mL Puffer (Tris-HCI, 100 mM, pH
= 7.5) gelost und nach AAV4 {iber Nacht bei 23 °C inkubiert. Durch Zugabe von 1.5 mL
Ethanol wird die Reaktion beendet. Die Losung wird 30 Minuten zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand abgenommen. Dieser wird lyophilisiert. Die Reinigung des

Rohproduktes erfolgt an Biogel P2 (Laufmittel: H,O).

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 4.80 (d, 1H, H-1); 4.49 (d, 1H, H-1"); 4.39 (dd, 1H, H-
9°°a); 4.25 (dd,1H, H-9"’b); 4.18 (dd, 1H, H-6a); 4.09 (dd, 1H, H-3"); 4.05 (ddd, 1H, H-8"");
3.94-3.63 (m, 11H, H-3/H-4’/H-4”/H-5/H-5"/H-5""/H-6b/H-6’a/H-6"b/H-6""/H-7""); 3.60-
3.55 (m, 2H, H-2/H-2""); 3.52 (dd, 1H, H-4); 3.42 (s, 3H, OCHs); 2.76 (dd, 1H, H-3"eq);
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2.41 (dd, 2H, CHx(2)-But); 2.03 (s, 3H, COCH;); 1.79 (dd, 1H, H-3"ax); 1.69 (sext, 2H,
CH,(3)-But); 0.92 (dd, 3H, CHs(4)-But).

3J1,2 = 36, 3]1’,2’ = 8.1; 3]2’,3’ = 99, 3]3,4 = 9.4; 3]3’,4’ = 3.1; 2J3”ax,3”eq = 12.5; 3J3”ax,4” = 12.2;
3J3ﬁeq,4“ = 4.6; 3J4’5 = 9.4; 3J5,6a = 2.0; 2J6a,6b = 11.4; 3J7”,8” = 5.6; 3J8”,9”a = 2.3; 3J8”,9”b = 5.6;

Jorags = 11.7; *Temcmn = 7.4; *Jem.cns = 7.6 Hz.

BBC-NMR (101 MHz, D;0): & [ppm] = 103.41 (C-1"); 100.09 (C-2"*); 99.76 (C-1); 76.18 (C-
3°); 75.32 (C-7°"); 73.25 (C-5°); 73.01 (C-6"); 71.52 (C-5); 70.97, 69.78, 69.78 (C-2/C-2°/C-
8”); 69.51 (C-4); 68.67 (C-3); 68.60 (C-6); 68.37 (C-4""); 67.80 (C-4); 65.70 (C-9°"); 61.38
(C-6"); 55.64 (OCH;); 52.04 (C-5°"); 40.16 (C-3""); 36.11 (C-2-But); 22.39 (COCH3); 18.73
(C-3-But); 13.21 (C-4-But).

Methyl-(5-N-propanoyl-3,5-didesoxy-a-D-galacto-D-glycero-2-nonulo-
pyranosylonsédure)-(2-3)-(/-D-galactopyranosyl)-(1-6)-a-D-glucopyranosid (72)

C25sH43NOy9 (661.60 HO  OH
25sH43NO19 ( ) coon
farbloser Feststoff, Smp.: 103 °C HO" 070 o
20 HN O HO 0]
[@]2,: +16 (c 1, D,0) \_§ HO o
OHOH HO

(6]
R; (BuOH/AcOH/H,0 = 5/2/2) = 0.12 OMe

Ausbeute: 7.4 mg (11 umol, 32 %)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 684.1 [M+Na]"

11 mg (25 pmol) 23 werden mit 13 mg (35 pmol) 18 in 1 mL Puffer (Tris-HCI, 100 mM, pH
=7.5) gelost und nach AAV4 inkubiert. Durch Zugabe von 1.5 mL Ethanol wird die Reaktion
beendet. Die Losung wird 30 Minuten zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand
abgenommen. Dieser wird lyophilisiert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt an Biogel P2
(Laufmittel: H,O).

'H-NMR (400 MHz, D,0): § [ppm] = 4.82 (d, 1H, H-1); 4.52 (d, 1H, H-1°); 4.20 (dd, 1H, H-
6a); 4.12 (dd, 1H, H-3"); 3.97-3.53 (m, 17H, H-2/H-2’/H-3/H-4/H-4’/H-4>*/H-5/H-5"/H-
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5°’/H-6b/H-6’a/H-6"b/H-6""/H-7""/H-8°’/H-9°’a/H-9°°b); 3.45 (s, 3H, OCH3); 2.79 (dd, 1H,
H-3"’eq); 2.32 (ddd, 2H, CH,-Prop); 1.82 (dd, 1H, H-3"’ax); 1.13 (dd. 3H, CH3-Prop).

12=3.8; T = 8.0; *To s 11.8; T3040 = 3.3; Tyvanar = 12.1; srax3veq = 12.3; Tyveqan = 4.5;
3J5,6;;1 = 2.0; 2J6a,6b = 98, 3JCH2,CH3 =7.8 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D;0): & [ppm] = 103.38 (C-1°); 99.75 (C-1); 76.16 (C-3); 75.28 (C-
7°); 73.24 (C-5); 73.24 (C-6); 73.12 (C-5); 71.48, 70.93, 70.63 (C-2/C-2°/C-8’); 69.52,
69.45 (C-4/C-3); 68.55 (C-6); 68.43 (C-4""); 67.85 (C-4’); 62.89 (C-9°’); 61.34 (C-6); 55.62
(OCHs;); 51.88 (C-577); 40.13 (C-3"); 29.59 (CH;-Prop); 9.85 (CHs-Prop).

Methyl-(5-N-glycolyl-3,5-didesoxy-a-D-galacto-D-glycero-2-nonulo-
pyranosylonsiure)-(2-3)-(/-D-galactopyranosyl)-(1-6)-a-D-glucopyranosid (75)

C4H4NOy (663.58)
HO OH

farbloser Feststoff, Smp.: 139 °C \__wSOH -
R¢ (BuOH/AcOH/H,0 = 5/2/2) = 0.1 HO™ 0/™0 0
¢ (BuOH/AcOH/H,0 = 5/2/2) = 0.13 o, tN-4 %O/X\O
20 __ —<s
- HO

+31 (¢ 1, H,O
(o546 (c 1, H;0) 0 OH OH OMe
Ausbeute: 10 mg (15 umol, 60 %)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 686.4 [M+Na]"

11 mg (25 pmol) 26 werden mit 13 mg (35 pumol) 18 in 1 mL Puffer (Tris-HCI, 100 mM, pH
= 17.5) gelost und nach AAV4 inkubiert. Durch Zugabe von 1.5 mL Ethanol wird die Reaktion
beendet. Die Losung wird 30 Minuten zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand

abgenommen. Dieser wird lyophilisiert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt an Biogel P2
(Laufmittel: H,O).

'H-NMR (400 MHz, D,O): & [ppm] = 4.74 (d, 1H, H-1); 4.44 (d, 1H, H-1"); 4.12 (dd, 1H, H-
6a); 4.07-3.44 (m, 18H, H-2/H-2’/H-3/H-3’/H-4/H-4’/H-4"*/H-5/H-5"/H-5"*/H-6b/H-6"a/H-
6°b/H-6""/H-7""/H-8"*/H-9""a/H-9°"b); 3.36 (s, 3H, OCHs); 2.72 (dd, 1H, H-3""eq); 1.74 (dd,
1H, H-3"ax).
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T2 =3.8; " Trp = 7.9; *Traear = 12.1; g zeq = 12.5; T3reqar = 4.6; “Ts o = 1.8; Tgaep =
11.4 Hz.

BC-NMR (101 MHz, D;0): & [ppm] = 103.41 (C-1"); 100.16 (C-2""); 99.77 (C-1); 76.19 (C-
3°); 75.32 (C-7°"); 73.27 (C-5); 72.96 (C-6""); 72.42 (C-5); 71.51, 70.96, 69.55 (C-2/C-2’/C-
87); 69.50 (C-4); 68.58 (C-6); 68.45 (C-3); 68.34 (C-4""); 67.86 (C-4); 62.89 (C-9""); 61.38
(CH,-Gce); 61.37 (C-6"); 55.65 (OCH3); 51.76 (C-57); 40.18 (C-3"").
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11 Sicherheitshinweise

4-(Dimethylamino)-pyridin [T]
Aceton [F, Xi]

Acetonitril [F, T]
Acetoxyacetylchlorid [C]
Acetylchlorid [F, C]
Ammoniaklosung 32 % [C, N]
Benzol [F, T]
Benzyloxyacetylchlorid [C]
Buttersdureanhydrid [C]
Chloroform [Xn]
Dichlormethan [Xn]
Dimethylsulfoxid [Xi]
Essigsédure [C]
Essigsdureanhydrid [C]
Ethanol [F]

Ethanthiol [F, Xn, N]
Ethylacetat [F, Xn]
Kaliumcarbonat [Xi]
Kupfersulfatpentahydrat [ Xn,N]
Methanol[F, T]
Methansulfonsédure [C]
N-Acetylneuraminsdure
Natriumazid [T+, N]
Natriumcyanoborhydrid [F, C]
Natriumhydroxid [C]
Natriummethanolat [F, C]
N-Bromsuccinimid [Xn]
n-Butanol [Xn]
Ninhydrinlosung [F, Xi]
Petrolether 50-70 [F, Xn]
Pivalinsdurechlorid [F, C]

p-Nitrophenol [Xn]

R 25-36/38

R 11-36-66-67

R 11-23/24/25

R 14-34-36/37

R 11-14-34

R 34-50

R 45-11-48/23/24/25
R 34-37

R 34

R 22-38-40-48/10/22
R 40

R 36/38

R 10-35

R 10-34

R 11

R 11-20-50/53

R 11-36-66-67

R 36/37/38

R 22-36/38-50/53
R 11-23/24/25-39
R 34

R 28-32-50/53
R 15-32-34

R 45

R 11-14-34

R 22-36/37/38
R 10-20

R 11-36-67

R 11-52/53-65
R 11-34-36/37
R 20/21/22-33
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S 37-45

S 9-16-26

S 16-27-45

S 23-26-27-36/37/39-45
S 9-16-26-45

S 26-36/37/39-45-61
S 53-45

S 26-36/37/39-45

S 26-36/37/39-45

S 36/37

S 23.2-24/25-36/37
S 26

S 23.2-26-45

S 26-45

S 7-16

S 16-25-60-61

S 16-26-33

S 22-26

S 22-60-61

S 7-16-36/37-45

S 26-36-45

S 22-24/25

S 28.1-45-60-61

S 26-36/37/39-43-45
S 26-37/39-45

S 8-26-43.6-45

S 26-36

S 16

S 7-16-23.3-24-26-51
S 9-16-23.2-24-33-62
S 16-26-36/37/39-45
S 28.1



Sicherheitshinweise

Propionsiureanhydrid [C]

p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat [Xi]

Pyridin [F, Xn]
Salzsdure [C]

Schwefelsdure [C]

Tetrabutylammoniumbromid [Xi]

R 34

R 36-37-38

R 11-20/21/22
R 34-37

R 35

R 36/37/38

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat [Xn] R 22

Thiophenol [T+]
Toluol [F, Xn]
Triethylamin [C, F]
Triflatanhydrid [C]

Trifluoressigsdure [C]

Trifluoressigsdureanhydrid [C]
Trimethylorthobutyrat [F, Xi]

Trimethylsilyltriflat [C]
Triphenylmethylchlorid [C]
Vinylacetat [F]

R 10-24/25-26-36/38
R 11-20

R 11-20/21/22-35

R 22-35

R 20-35-52/53

R 14-20-35-52/53

R 11-36/38

R 10-34-37

R 34

R 11
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S 26-45

S 27-37

S 26-28.1

S 26-36/37/39-45
S-26-30-45

S 26-36

S 26-28.1-36/37-45

S 16-25-29-33

S 3-16-26-29-36/37/39-45
S 26-30-36/37/39-45

S 9-26-27-28.1-45-61

S 9-26-36/37/39-45-61

S 9-16

S 26-36/37/39-45

S 26-36/37/39-45

S 16-23.2-29-33
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