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1. Einleitung

1.1. Kombinatorische Kohlenhydratchemie

Bisherige Untersuchungen zur kombinatorischen Kohlenhydratchemie beschéftigen sich
entweder mit Reaktionen an Glycosylakzeptoren, deren reduzierendes Ende mit einem
grofRen, unpolaren Aglycon blockiert wird und die Uber mehrere freie Hydroxylgruppen

verfigen,t 2 3

oder sie untersuchen eine so genannte , Split-Mix-Synthese*, bel der
verschiedene Glycosyldonoren und Glycosylakzeptoren zunachst zur Reaktion gebracht,
gemischt und in kleine Portionen aufgetellt werden. Anschlief3end werden sie selektiv
entschiitzt und dann erneut mit anderen Glycosyldonoren umgesetzt werden (Abbildung 1).*

Ubersichten findet man in verschiedenen Reviews,®™°

Einige der wichtigsten Arbeiten sollen
hier kurz vorgestellt werden. Erwahnenswert ist, dass in den letzten Jahren, auf3er einigen
Reviews, kaum auf dem Gebiet der kombinatorischen K ohlenhydratchemie publiziert worden

ist, daher sind die hier vorgestellten Arbeiten schon einige Zeit bekannt.

Donor ——

Produkt —— |chemische
Akzeptor — M odifikati on
1-n
n Produkte
Mix — Split

Abbildung 1:  Schematische Darstellung einer Split-Mix-Synthese, wobei sich der chemische
Modifikationsschritt beliebig oft wiederholen lasst.

Ein wichtiges Beispiel fur eine Split-Mix-Synthese wurde von Kahne et a. im Jahre 1996
publiziert.”* Dabei wurden zunichst sechs verschiedene Monomere an TentaGel-
Harzkiigelchen gebunden. Die Kligelchen wurden gemischt und in zwolf Gruppen aufgeteilt.
Jede dieser Gruppen wurde nun mit einem anderen Glycosyldonor umgesetzt. Dabei wurde

eine Glycosylierungsmethode mit anomeren Sulfoxiden als Glycosyldonoren angewandt, die
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bei niedrigen Temperaturen in Gegenwart einer grof3en Anzahl etwaiger Schutzgruppen
aktiviert werden konnen und in Festphasensynthesen nahezu quantitativ reagieren.'® Danach
wurden die Kugelchen vereinigt und eine an den Glycosylakzeptoren vorhandene
Azidogruppe zu einer Aminogruppe reduziert. Anschlief?end wurden die Kigelchen in
achtzehn Gruppen aufgeteilt, mit verschiedenen Acylierungsreagenzien umgesetzt und von
allen Schutzgruppen befreit. Auf diese Weise konnte eine Bibliothek von circa 1300 Di- und
Trisacchariden erhalten werden (Abbildung 2).

6 verschiedene Glycosylakzeptoren (GA) + HoN—TentaGel ——> l\‘lfTentaGeI
H

12 Glycosyldonoren (GD)

1. Aminacylierung

Bibliothek aus ca. 1300 2. Entschitzen

Di- und Trisacchariden = GD—GA *l‘\I*TentaGeI
H

Abbildung 2:  Festphasenverfahren nach Kahne et al.

Yu et al. nutzten die kombinatorische Glycosylierung eines Trillinmolekils zur Darstellung
einer Bibliothek von 16 Diosgenyl - Saponinen, welche in der Natur regiounselektiv
vorkommen (Abbildung 3).! Die direkte o-Rhamnosylierung von Trillin fiihrte zu einer recht
ungleichmaliigen Produktverteilung, da sich die verschiedenen Hydroxygruppen am Akzeptor
unterschiedlich reaktiv zeigten. 73 % der Produkte enthielten eine 6-O-V erkntpfung, 55 %
besal}en eine 2-O-verkniipfte Rhamnose, 49 % waren 3-O- und 28 % waren 4-O-glycosyliert.

Als Verbesserung wurde eine vor der Glycosylierung vorgenomme Zufallsacylierung

eingefuhrt, was zu einer sehr einheitlichen Verteilung der 16 Produkte fihrte.
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Abbildung 3:  Zufalls- a-Rhamnosylierung nach B. Yu et al.
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alle sechs a-verknipften fucosylierten Trisaccharide
Abbildung 4:  Zufallsfucosylierung nach O. Hindagaul et al.

Eine Arbeit, die der vorliegenden thematisch am néchsten kommt, wurde in der Gruppe von
O. Hindsgaul durchgefuhrt. Man fucosylierte ein Lactosaminderivat, welches am
reduzierenden Ende mit einem grof3en, unpolarem Spacermolekil versehen war, mit dem

Trichloracetimidatdonor einer benzylgeschiitzten L-Fucose (Abbildung 4).% ® Es wurden auch



verschiedene andere Glycosyldonoren (Fucosylbromid, -fluorid, -thioglycoside, -xanthogenat,
-phosphit und das Pentenylfucosid) mit verschiedenen Katalysatoren getestet. Jedoch lieferte
nur die Methode nach R. R. Schmidt mit dem Trichloracetimidatdonor reproduzierbare
Ergebnisse. Uberraschenderweise erwiesen sich die primaren Hydroxygruppen as nicht
wesentlich reaktiver as die sekundéren. Die relativen Produktausbeuten fur die einzelnen
Positionen lagen zwischen 8 % und 23 %. Eine schitissige Erklarung hierfir gibt es noch

nicht.

Ein anderer Ansatz ist die Idee von C.-H. Wong, einen Glycosylakzeptor zu konstruieren,
welcher sich selektiv an verschiedenen Hydroxygruppen entschitzen lasst um ihn dann mit
verschiedenen Glycosyldonoren umzusetzen (Abbildungen 5, 6)."* Anschieffend koénnen
weitere Schutzgruppen entfernt werden, so dass weitere Glycosylierungen mdglich sind. So

erhélt man relativ schnell eine grof3e Anzahl mdglicher Verbindungen.

LevO _—0OH
o)
PMBO (CH,)5CO,CH3
T OCIAc
LevO _OTBDPS LevO _OTBDPS HO _ OTBDPS
PMBO (CH,)sCO,CH; PMBO (CH,)sCO,CH; PMBO (CH,)5CO,CHs
OH OClAc OCIlAc

L

LevO _oTBDPS
0

HO (CH3)5CO,CH3
OCIAc

Abbildung 5:  Synthese von vier verschiedenen Glycosylakzeptoren aus einem Grundbaustein durch selektive

Entschiitzung.



(l—s

Glycosylierung

Q— Qo Q0

4 Glycosyl- mit 7 verschiedenen
Grundbaustein akzeptoren Glycosyldonoren 56 Disaccharide
selektive O_ X selektive
Entschu1zung O—d Entschitzung
—_—
Glycosylierung 1176 Glycosylierung
mit 7 verschiedenen Tyi- mit 7 verschiedenen
Glycosyldonoren saccharide Glycosyldonoren
selektive

ﬂ Entschitzung
—_—

Glycosylierung
10976 Tetra- mit 7 verschiedenen 38416 Penta-
saccharide Glycosyldonoren saccharide

Abbildung 6:  Herstellung einer Oligosaccharidbibliothek durch selektive Entschiitzung eines Grundbausteins
und Umsetzung mit verschiedenen Glycosyldonoren.

Alle hier vorgestellten Verfahren erfordern immer eine sequentielle Schutzgruppenstrategie,
auch wenn diese of t weniger aufwandig ist as bei der klassischen Synthese.

Nach bisherigem Kenntnisstand gibt es bisher jedoch keine Verfahren zur kombinatorischen
Glycosylierung von vollig ungeschitzten Zuckern, im Speziellen von Trehaose und
Saccharose. Bereits O. Hindsgaul wies auf Probleme bei der Anwendung géngiger
Glycosylierungsmethoden hin.

Auch in der dieser Arbeit vorangegangenen Diplomarbeit stellt sich die Glycosylierung eines
ungeschitzten, nichtreduzierenden Disaccharides mit bekannten Methoden als bisher
ungeléstes Problem dar.’* So wurden verschiedene Glycosylierungsmethoden getestet,
darunter die Koenigs-Knorr-Methode, die Trichloracetimidatmethode nach R. R. Schmidt und
Glycosylfluoride. Die Glycosyldonoren wurden sowohl in Ester - geschitzter Form als auch
in der reaktiveren Ether - geschitzten Form eingesetzt, gleichwohl konnte in keinem Fall eine
Umsetzung beobachtet werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7:  Versuchte Zufallsgal actosylierung von Saccharose.

Vermutlich liegt die Ursache fur die Probleme bei dieser Reaktion in der Unldslichkeit des
Glycosylakzeptors in organischen Lésungsmitteln, die dblicherweise bel Glycosylierungen
verwendet werden (Dichlormethan, Tetrahydrofuran, Toluol, etc.) Lediglich N, N-
Dimethylformamid |6st freie Zucker hinreichend gut. Jedoch hat sich dieses Losungsmittel as
ungeeignet fur Glycosylierungen herausgestellt. Zum einen zersetzt es sich leicht, wobei
Amine entstehen. Diese blockieren dann Lewis-saure Katalysatoren. Weiterhin ist unklar, wie
ein freler Zucker in N, N- Dimethylformamid gelOst vorliegt. Es ist moglich, dass er, dhnlich
einem in Wasser geldsten lon, eine Losungsmittelhiille besitzt, welche ihn vor nukleophilen
Angriffen schitzt. Sicher ist zumindest, dass N, N- Dimethylformamid stabile
Wasserstoffbriickenbi ndungen ausbildet. °

1.2. Kohlenhydratpolymere

Lange bekannt sind natlrliche Kohlenhydratpolymere wie Alginat, das man in der
Kosmetikindustrie als Gel - bildenden Werkstoff einsetzt, oder die Pflanzenbestandteile
Cedlulose, Starke, Amylose und viele andere. 16

Synthetisch koénnen Kohlenhydratpolymere jedoch bisher nur in Molmassenbereichen
hergestellt werden, die deutlich kleiner sind as bel den natirlich vorkommenden
Kohlenhydratpolymeren. Dies liegt vor allem daran, dass es noch keine hinreichend gute
Polymerisationsmethode gibt, die zu hoheren Molmassen fuhrt. Gleichwohl sind bereits
verschiedene Arbeiten auf diesem Gebiet bekannt.

Synthetische Kohlenhydratpolymere spielen eine wichtige Rolle bei der Erforschung von

1718 Einen Uberblick dariiber geben

kohlenhydratinduzierten Wechselwirkungen in der Natur.
verschiedene Reviews. 1% Einige wichtige Arbeiten auf diesem Gebiet sollen hier kurz

vorgestellt werden.



Kohlenhydrate werden bei der Darstellung entweder als Anhéngsel des zu polymerisierenden
Monomers eingesetzt, oder durch eine chemische Modifikation polymerisierbar gemacht.

Im ersten Fal entstehen bekannte Polymerstrukturen, die zusétzliche Zuckereinheiten
enthalten.?? Dabel kommen praktisch ale bekannten Polymerisationsmethoden (radikalisch,
ionisch, ringdffnend) zum Einsatz. Eine Auswahl verschiedener polymerisierbarer oder

22 gie enthdten alle enen

copolymerisierbarer Monosaccharide zeigt Abbildung 8.
olefinischen Anteil, der aulRerhalb des Kohlenhydratbereichs liegt. Nach der Polymerisation

héngen die Zucker dann a's Seitenkette am Polymergerist.

Qo
HN
HO QH OH OH Ho o >¢o
HO o HO S OH AN
HO OH OH e}
Ref. 23 Ref. 24
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Abbildung 8:  Monomerbausteine mit Zuckerrest.

Nach direkter Umwandiung von Zuckern in polymerisierbare Monomere kann man ebenfalls

Polymere herstellen, denen man ihre Abstammung von Kohlenhydraten noch deutlich ansieht.

Einige solcher Bausteine zeigt Abbildung 9.7 %
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Abbildung 9:  Polymerisierbare Monosaccharidbausteine.

Anhydroverbindungen und Ether werden mit Lewis-sauren Katalysatoren polymerisiert. Die
Polymerisation l&uft Gber einen S 2-artigen Mechanismus ab. Dabel aktiviert der Katal ysator
den Kohlenstoff des anomeren Zentrums, indem er sich an den Anhydro-Sauerstoff bindet
(Abbildung 10a).

Die Polymerisation von Glycosylfluoriden wird ebenfalls durch Séuren katalysiert, wobei die
Reaktionsbedingungen jedoch harscher sind (Inkubation mit Chlorwasserstoffgas bel
Temperaturen bis 160 °C). Dabei entstehen oligo- und polymere Saccharidketten mit etwa 10
Monomerbausteinen (Abbildung 10b).

/PF5
5 —o (b)) HO —oH o
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Abbildung 10:  Polymerisationsmechanismen flr a) Anhydrozucker; b) Glycosylfluoride.



2. Zielsetzung

Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf der Glycosylierung ungeschiitzter Saccharidbausteine
zur Darstellung von Di- und Oligosaccharidbibliotheken sowie der Analyse der
Zusammensetzung der entstehenden Produktgemische. Dazu muss zundchst eine geeignete
Glycosylierungsmethode gefunden werden, da bekannte M ethoden hierzu nicht geeignet sind.
Anschlief3end soll die gefundene Glycosylierungsmethode auf ihre breitere Anwendbarkeit
hin untersucht werden, wobel auch nach einer Mdéglichkeit der Steuerung von Mono- oder
Mehrfachglycosylierung an einem Akzeptor gesucht werden soll.



3. Kohlenhydratbibliotheken

3.1. Glycosylierungsmethoden

Der erste Tell der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Suche nach einer geeigneten
Glycosylierungsmethode zur Herstellung von Oligosaccharidbibliotheken, ausgehend von
freien Zuckern. Dabei muss das in Kap. 1 beschriebene L6dlichkeitsproblem berlicksichtigt
werden.

Grundsétzlich kommen zwei Lésungsansétze in Frage.

Zum einen kann der Glycosylakzeptor chemisch modifiziert werden, so dass er auch in
unpolaren Losungsmitteln geldst werden kann, die man Ublicherweise bei Glycosylierungen
verwendet. Dieser Ansatz wird in der vorliegenden Arbeit nur kurz bearbeitet, da er dem Zidl,
Glycosylierungen ohne Schutzgruppenchemie durchzuftihren, eigentlich nicht gerecht wird
und sich auch in der Umsetzung a's problematisch erwiesen hat.

Der zweite Ansatz besteht darin, den Glycosylakzeptor so zu aktivieren, dass er auch in N, N-
Dimethylformamid glycosyliert werden kann.

Im Folgenden wird zun&chst auf den ersten Ansatz eingegangen.

Man kann freie Zucker in unpolaren Losungsmitteln lésen, wenn man sie mit einer
temporéren Schutzgruppe versieht, die bel der nachfolgenden Glycosylierung wieder
abgespalten wird. Dazu setzt man den Zucker zundchst mit einem Zinnderivat, in diesem Fall
Dibutylzinnoxid, um, entfernt das Losungsmittel und 16st das nun unpolare Stannylidenaceta
(genauer: Zinnsaureester) des Zuckers im gewunschten Losungsmittel. Das Zinnintermediat
l&sst sich in der Regel nicht charakterisieren, da es auf3erst hydrolyseempfindlich ist. Es |&sst
sich aber as Glycosylakzeptor verwenden, wobel oftmals eine Differenzierung der am
Stannylidenacetal beteiligten Sauerstoffe hinsichtlich ihrer Nukleophilie beobachtet wird.3
Dies ist auf die Bildung von Dimeren zurlickzuftihren, die sogar in der Gasphase stabil sind.
Dabel findet ein Elektronendichtetransfer zu dem an der Dimerisierung nicht beteiligten
Sauerstoff statt (Abbildung 11), dessen Nukleophilie dadurch erhdht wird.®? Wichtiger ist hier

aber, dass die L6dlichkeit des Molekils in unpolaren Ldsungsmitteln nun gegeben ist.
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Abbildung 11: Dimerisierung von Stannylidenacetalen.

In dieser Arbeit wird Saccharose mit Dibutylzinnoxid umgesetzt, dann in Dichlormethan
gelést und versucht, mit 0.8 Aquivalenten O-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o.-D-gal actopyranosyl)-
trichloracetimidat zu galactosylieren (Abbildung 12).

OH
HO O 1. Bu,SnO, MeOH
HO > Galactosylsaccharosen
HO

2. 0.1 Ag. TMSOTf

HO o Ac OAcC
H o
OH AcO
OH ACOG T
1 2

Abbildung 12: Darstellung von Galactosylsaccharosen tber ein Stannylidenintermediat.

Dabel wird zunéachst kein Umsatz beobachtet. Erst nachdem nach 34 Stunden die Menge an
Katalysator verdoppelt wird, lasst sich dinnschichtchromatographisch ein  Produkt
detektieren.

Im MALDI-TOF-Spektrum findet man nach der Reaktion neben nicht umgesetztem Edukt
auch Signale von Tri- und Tetrasacchariden.

Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit wird die gesamte Reaktion wiederholt. Dabei
findet alerdings auch nach einer Woche Reaktionszeit und einer portionsweisen Zugabe von
insgesamt drei Aquivalenten des Katalysators keine Resktion statt. Bei einer weiteren
Wiederholung, dieses Mal mit 8 Aquivalenten Dibutylzinnoxid, findet unter den gleichen
Bedingungen 24 Stunden lang keine Reaktion statt. Nach Zugabe von 0.5 mmol Katalysator
farbt sich die Losung schwarz. Nach der Aufarbeitung sind im MALDI-TOFSpektrum,

neben nicht umgesetztem Edukt, Oligosaccharide bis hin zum Hexasaccharid zu erkennen.
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Die Uneinheitlichkeit der Experimente lasst sich mit der Annahme erkléaren, dass das zur
Katal yse zugegebene Trimethylsilyltriflat nicht den Glycosyldonor aktiviert, sondern mit dem
Stannylidenacetal zu einem Zinntriflatintermediat reagiert. Wie diese Zwischenverbindung
aussieht und welterreagiert, ist unklar. Sie ist alerdings auf3erst hydrolyseempfindlich, was
bedeutet, dass nach einer eventuellen Hydrolyse auch frele Hydroxylgruppen am
Glycosylakzeptor vorliegen wirden. Es hat den Anschein, als misste zunachst eine Hydrolyse
an einigen Stannylidenacetalen stattfinden, ehe eine Glycosylierung abl &uft.

Auf Grund der uneinheitlichen Ergebnisse der Experimente bestehen erhebliche Zweifel an
der Reproduzierbarkeit dieser Glycosylierungsmethode, weshalb dieser Ansatz nicht weiter

verfolgt wird.

Ein besserer Ansatz besteht darin, den Glycosylakzeptor so zu aktivieren, dass er unter
Verzicht auf einen Lewis-sauren Katalysator mit einem Glycosyldonor reagieren kann. Dazu
wird der Glycosylakzeptor zundchst in ein Oxianion mit einem Alkalimetallgegenion
Uberfuhrt, welches dann dhnlich der Williamson — Ether — Synthese mit einem Glycosyl-
halogenid reagiert (Abbildung 13). Auch wenn dadurch die Nukleophilie des Sauerstoffes
sicherlich nicht so stark erhoht wird wie seine Basizitét, so stellt doch zumindest das
Kationion ein besseres Gegenion fur das Chlorid dar als ein Proton, da es bei der Reaktion a's

thermodynamisch sehr stabiles Salz ausfdlt und damit aus dem Reaktionsgleichgewicht

entfernt wird.
O(H) 1.NaH, DMF
HO 2. Acetochlorglucose / -
-galactose p.eracey |er.te J
" - > LTrlsaccharlde
HO§ 3. Pyridin, Ac,0
OH
OH
3 5 OH
HO

Abbildung 13:  Glycosylierungsmethode zur Darstellung von Saccharidbibliotheken am Beispiel von a, a-
Trehalose.

In obigem Beispiel wird ein ungeschitztes, nicht reduzierendes und symmetrisches
Disaccharid (o, a- Trehaose) in N, N- Dimethylformamid gelést und durch Zugabe von
Natriumhydrid deprotoniert. Eine mdglichst vollstdndige Umsetzung kann man erreichen,

wenn man den entstehenden Wasserstoff entfernt. Dazu wird der Reaktionskolben solange am
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Rotationsverdampfer bei 20 mbar und Raumtemperatur gehalten, bis keine Blasenbildung
mehr erkennbar ist. Anschlief3end wird der Glycosyldonor bei 0 °C hinzugegeben und 30 min
bei dieser Temperatur gerthrt. Danach wird die L6sung direkt eingeengt und peracetyliert.
Der Umsatz bel diesem Reaktionstyp liegt in der Regel zwischen 10 und 37 %. Dies erscheint
gering, andererseits darf der Umsatz aber nicht hoher werden, wenn man eine
Monoglycosylierung des Akzeptors erzielen will, denn bei hdheren Umsatzen erhielte man
auch mehrfach glycosylierte Produkte.

Ausgangspunkt fir die Idee zu dieser Glycosylierungsmethode ist eine Arbeit von R. Roy et
a., in der die Synthese eines Allylglycosides aus einer Acetochlorhexose und einem
Allylalkoholat beschrieben wi rd.*® Bei einer mehrfachen Wiederhol ung der dort angefihrten
Synthese konnte das Produkt erhalten werden, wenn auch nur in einer Ausbeute von 15 % im
Gegensatz zu den dort angegebenen 80 % (Abbildung 14).

OAc OAc
AcO O NaOCH,CH=CH,, HOCH,CH=CH, _AcO /é&/
v =0 OAll

A(:NHCI AcNH

Abbildung 14: Basische Glycosylierung nach R. Roy.

In der vorliegenden Arbeit werden ebenfalls Acetochlorhexosen verwendet. In dieser Arbeit
werden Acetochlorglucose und —galactose verwendet. Acetochlorhexosen dnd einerseits
reaktiv genug, andererseits aber ausreichend stabil, um die harschen Reaktionsbedingungen
zu Uberstehen.

Diese Art der Glycosylierung erinnert an Arbeiten von R. R. Schmidt (Abbildung. 4), bel
denen ebenfalls Alkoholate als Nukleophile eingesetzt werden.***? Allerdi ngs sind dort die
Rollen von Glycosyldonor und Glycosylakzeptor genau andersherum as bel der hier
beschriebenen Methode. Darstellungen von Arylglycopyranosiden sind bereits vor langerer
Zeit auf einem &hnlichen Weg beschrieben worden. 4

Eine Umsetzung mit Acetobromgalactose liefert eine zu geringe Ausbeute (ca. 4 %).
Vermutlich zersetzt sich dieser Glycosyldonor unter den Reaktionsbedingungen oder reagiert
mit dem Alkoholat, das ja eine starke Base ist, unter Eliminierung zu einem Galactal .

Ein ethergeschitzter Glycosyldonor, Tetra-O-benzyl-a-D-glucopyranosylchlorid, zeigt keinen
erkennbaren Umsatz bel seiner Reaktion mit o, a- Trehalose unter den oben beschriebenen
Reaktionsbedingungen. Auch bei einer Temperatur von 80 °C ist nach zwei Stunden kein

Umsatz erkennbar.
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Die Herstellung von Acetochlorglucose /-galactose kann durch die Verwendung eines
Miktowellenreaktors zur Energiezufuhr gegenuber herkbmmlichen Methoden stark
beschleunigt werden, die Reaktionszeiten betragen nur ca. 10 Minuten (Abbildung 15).*
Hierzu wird das p-Pentaacetat in Dichlormethan geldst und mit Titantetrachlorid auf 70 °C
erhitzt. Dies it im Mikrowellenreaktor mdglich, da das verwendete Reaktionsgefald

geschlossen ist und Driicke bis 18 bar aushalten kann.

CH.Cl,, TiCl,

AcO OAc 70 °C, Mikrowelle AcO OAc
o) - o)
OAc
AcO 10 min AcO
AcO AcO
Cl
4 = Gal
5=Glc

Abbildung 15: Mikrowellensynthese von Acetochlorhexosen.

Es werden verschiedene Glycosylierungsbedingungen getestet, um die Reaktion zu
optimieren. Dabel werden Variationen beziglich der Art und Menge der verwendeten Base,
der Resktionstemperatur und der Reaktionsdauer vorgenommen. Eine Variation des
Ldsungsmittelsist nicht moglich, da neben N, N- Dimethylformamid nur Dimethylsulfoxid in
der Lageist, nicht nur ungeschitzte Zucker sondern auch deren Alkoholate hinreichend gut zu
l6sen. Allerdings ist Dimethylsulfoxid gegenuber starken Basen instabil und wird selbst
deprotoniert, weshalb es nicht in Betracht gezogen wird.

Zunéchst werden vier verschiedene Basen getestet: Lithiumhydrid, Natriumhydrid,
Kaiumhydrid und Lithiumaluminiumhydrid (Tabelle 1). Als Glycosylakzeptor wird a, o-
Trehaose, a's Glycosyldonor Acetochlorglucose verwendet.

Base Umsatz 1-2 1-3 1—4 1—-6
LiH 3% 22% 32 % 22% 24 %
NaH 18 % 27 % 27% 32% 14 %
KH 5% 30 % 26 % 26 % 18 %
LiAIH, 5% 13% 12 % 30 % 45 %

Tabelle 1: Umsatz und rel. Ausbeute basischer Glycosylierung mit verschiedenen Metallhydriden.
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Es zeigt sich, dass nur mit Natriumhydrid ein hinreichend guter Umsatz erzielt werden kann.
Die Variation der Basenmenge wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

Diereativen Verhdtnisse der regioisomeren Produkte variieren nur leicht (Diagramm 1).

50 1

40 -
35 -
30 7 ] B LiH
®NaH

OKH
20 - OLiAIH,

25

Ausbeute [%]

15 1
10

1-2 1-3 1—-4 1-6

Diagramm 1:  Relative Produktausbeuten beim Einsatz verschiedener Alkalimetallhydride zur
Glycosylierung.

Dies ist Uberraschend, wenn man bedenkt, dass in den meisten Féllen die Hydroxylgruppe an
Position 6 die reaktivste ist, wéhrend sich die sekundéren in der Regdl in ihrer Reaktivitét
nicht sehr unterscheiden. Eine Ausnahme bildet die Hydroxylgruppe an Position 2 bei o-
verknupften Glycosiden.

Die Aciditét und die Nukleophilie dieser Hydroxylgruppe sind gréf3er as die der Ubrigen
Hydroxylgruppen. Der Grund dafir liegt in einer sich aushildenden Briickenbindung vom
Proton der Hydroxylgruppe zum anomeren Sauerstoff, welche die Nukleophilie des
Sauerstoffes steigert und die Bindung zum Proton schwécht (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Wasserstoffbriickenbindung im a-Glycosid.

Zur weiteren Optimierung der Reaktionsbedingungen wird die Reaktionstemperatur variiert.
Bel 40 °C farbt sich die Lésung direkt nach der Zugabe des Glycosyldonors schwarz. Bel
0 °C hingegen lésst sich nach 30 min noch kein Umsatz feststellen. Daher wird als
Konsequenz der Glycosyldonor zunéchst bei 0 °C zugegeben, dann 30 min gerihrt, wobel die
Eisbadkthlung entfernt wird, und dann wird die Ldsung ohne Neutralisation direkt am
Rotationsverdampfer eingeengt. Hierbei wird das Wasserbad auf 40 °C vorgeheizt und es
wird 6 mbar angelegt. Im Verlauf der Entfernung des Losungsmittels farbt sich die
verbliebene Losung immer dunkler, bis schliefdlich ein dunkelbrauner, amorpher Feststoff im
Kolben verbleibt. Dieser wird sofort in Pyridin aufgenommen und peracetyliert.

Zur Untersuchung der zeitlichen Reaktionsverlaufs wird ein Experiment durchgefihrt, bei
dem Acetochlorgalactose (zur besseren Dosierung in N, N- Dimethylformamid gel6st) in funf
Portionen zu 0.2 Aquivalenten zum deprotonierten Glycosylakzeptor zugegeben wird.
Gleichzeitig wird vor jeder Zugabe eine Probe genommen und der Umsatz ermittelt. Dies
geschieht nach sdulenchromatographischer Reinigung der peracetylierten Produkte. Die
Reaktionslsung wird vor jeder Zugabe von Glycosyldonor kurz auf 0 °C gekihlt und danach

auf Raumtemperatur erwarmt.
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 zusammengefasst.

Bis zu einer Zugabe von 0.6 Aquivalenten des Glycosyldonors findet nur ein geringer Umsatz
statt (ca. 3 %). Bei der néachsten Zugabe von 0.2 Aquivalenten Glycosyldonor steigt der
Umsatz sprunghaft an auf tber 20 % und bleibt bei der letzten Zugabe anndhernd auf diesem
Niveau.

Dies zeigt, dass eine Mindestmenge vom Glycosyldonor bendtigt wird, damit die Reaktion
gelingt. Die Ursache hierfir ist bislang nicht bekannt. Es kann daher an dieser Stelle nur
spekuliert werden, dass mdglicherweise die deprotonierten Glycosylakzeptormolekile mit
ihren Gegenionen eine Art Cluster bilden, der bei der Reaktion mit dem Glycosyldonor
auseinander bricht. Dabei musste gentigend vom Glycosyldonor vorhanden sein, damit die

Reaktin nicht abbricht und sich die Glycosylakzeptormolekiile wieder zu Clustern formen
konnen.

Ausbeute [%0]

10 -

0 v T T
30 min 60 min 90 min 120 min 150 min

Abbildung 17:  Zeitabhangigkeit des Umsatzes bei der basischen Galactosylierung von
a, o Trehalose.

Zuletzt soll noch angemerkt werden, dass be alen durchgefihrten basischen

Glycosylierungen mit Acetochlorhexosen als Gycosyldonoren nur die p-verknlpften

17



Reaktionsprodukte gefunden werden. Weder in 'H-NMR noch im ¥C-NMR-Spektren gibt es
Hinwelse auf mogliche a- verknipfte Reaktionsprodukte.

Die Ursache dafur ist vermutlich der bekannte Nachbargruppeneffekt der Acetylgruppe an
Position 2 des Glycosyldonors.

Es hat sich dann im Verlauf dieser Arbeit gezeigt, dass ungeschutzte Glycosylfluoride reaktiv
genug sind um, ahnlich wie acetylgeschitzte Glycosylchloride, mit ungeschitzten Akzeptoren

zu reagieren (Abbildung 18).

HO OH OH 1 Ag. LiH,
40 °C, 2h
O  + HO O ——— Olgo- und Polymere
Hogﬁ HO 9 y
HO HO

F OCHgy
6 7

Abbildung 18: Zufallsglycosylierung mit einem Glycopyranosylfluorid als Glycosyldonor.

Hier lassen sich deutlich hohere Umsétze erzielen, so dass man auch mehrfach glycosylierte
Produkte erhdt. Die Resktionsfuhrung entspricht der  Glycosylierung  mit
Acetochlorodonoren, nur wird hier Lithiumhydrid anstelle von Natriumhydrid verwendet,
wegen der hoheren Affinitdt von Fluor zu Lithium.

Da der verwendete Glycosyldonor selbst auch freie Hydroxygruppen enthdt, stellt sich die
Frage, ob man nicht das ungeschitzte Glycosylfluorid mit Hilfe von Lithiumhydrid
polymerisieren kann. Tats&chlich gelingt dies, wenn man das Glycosylfluorid zun&chst bei 0
°C mit Lithiumhydrid deprotoniert und dann auf 40 °C erhitzt (Abbildung 19).

Glycopyranosylfluorid

Q

1-2 Aqg. LiH, DMF
2-4 h, 40 °C

Oligo- und Polymere

Abbildung 19: Polymerisation von Glycopyranosylfluoriden.

18



Im Verlauf dieser Arbeit werden Polymerisationen mit D-Gluco-, D-Galacto-, D-Manno- und

D-Fucosylpyranosylfluoriden durchgefiihrt.
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3.2. Analyse der Saccharidbibliotheken

Nach der Herstellung einer Saccharidbibliothek muss das entstandene Produktgemisch auf
seine Zusammensetzung hin analysiert werden. Klassische Auswertungen von wie NMR-, IR-
oder Massenspektren sind hier nicht ohne weiteres durchfiihrbar, weil die Gemische meist
auRerst komplex sind. In dieser Arbeit werden daher zwei andere Verfahren benutzt: Die
Methylierungsanalyse und en Vergleich der NMR-Signale von Gemischen mit

Referenzsubstanzen. Diese beiden Verfahren sollen kurz erlautert werden.

3.2.1. Methylierungsanalyse

Mit dieser Methode werden die Saccharide in verdampfbare Substanzen Uberfihrt, welche
sich anschlieffend gaschromatographisch trennen lassen. Auf Grund ihrer charakteristischen
Massenspektren lassen sich die Verbindungen identifizieren und anhand ihrer Integrale tber
die Peaks im Gaschromatogramm auch quantifizieren. Dies soll anhand einer
Beispielverbindung erlautert werden (Abbildung 20).

OH
O

OH _HO
HO (0] O
HO o
Ho> ©OH OH
OH
[e} OH
HO
Permethylierung Hy 0O OCH HsC QAC
3 OCHj
H,CO AO
OCH, OCH 3 H3CO H,CO
O - OAc
CHHSC %com 1. Reduktion QAC
3 H.CO Saure mit NaBD OCH,
€00 H3c o] 4» AcO
H,CO OCH, OCH Hydrolyse %@

OCHs H 3co H3CO

OCHj, OCH3 .
o 2. Peracetylierung OAc

HsCO \' H3CO D H3CO
H3CO OH AcO™ Y

OCH
3 HsCOH3CO

Abbildung 20: Methylierungsanalyse einer Beispielverbindung.

Zuerst wird die Verbindung permethyliert. Danach werden die glycosidischen Bindungen
sauer hydrolysiert. Abschlief3end erfolgen eine Reduktion der Carbonylgruppe und eine
Nachacetylierung der restlichen Hydroxylgruppen. Die Reduktion erfolgt mit

Natriumbordeuterid, um an Position 1 des Hexitols ein Deuterium einzufihren. Dies
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erleichtert die Interpretation des spateren Massenspektrums, weil alle Fragmente, die
Deuterium enthalten, eine gegeniiber Wasserstoff um eins erhthte Masse besitzen und so dem
richtigen Ende des Hexitols zugeordnet werden kénnen.

Entscheidend ist nun, dass immer dort, wo sich im urspringlichen Saccharid eine
glycosidische Bindung befand, eine Acetylgruppe eingefihrt wird, wahrend ale nicht
glycosylierten Positionen Methylgruppen tragen.

Auf diese Weise erhdlt man fur jede mogliche Position der glycosidischen Bindung ein
charakteristisch  substituiertes Hexitol. Die Trennung solcher Verbindungen im

Gaschromatogramm illustriert Abbildung 21.

D OCHz QAc D O CH30Ac
OCH, OCH,
AcO H H 1 AcO 3
OCH, OCH, OCH,
OCHs
OCH3 2
OCH; OCHs 1 2
3 OAC
)\/‘\‘/'\/OCHa. 3
OcH,
oAc
OCH3 4
OCH;z OCHz 4
D QCHz QAC 5
OCH, 5
AcO Y
oCH,[oAc | 3
D 3 OAC 3
6
M 6

Abbildung 21: Gaschromatogramm von Hexitolen aus einer Methylierungsanalyse.

Die Trennung ist in der Regel hinreichend gut, um Uber die Integrale der Peaks die
prozentual e Zusammensetzung bestimmen zu kénnen.
In dieser Arbeit wird eine modifizierte Methode von A. G. Darvil et a. verwendet.*® Dabei

wird das Verbindungsgemisch zunéchst nach P. B. Taylor mit Methyliodid und Natronlauge
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permethyliert, anschlief3end mit 2 N Trifluoressigsdure eine Stunde bei 120 °C hydrolysiert
und danach mit wassriger, ammoniakalischer Natriumbordeuterididsung reduziert.” Die
abschlieffende Acetylierung geschieht mit Essigsaureanhydrid, Essigsaure und Perchlorséure.
Letztere dient zur Zerstérung eventuell vorhandener Alditol-Bor-Komplexe, aus denen heraus

sich das Hexitol nicht leicht acetylieren |&sst.

3.2.2. NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren von Oligosaccharidgemischen sind meistens zu komplex, um die Signale
eindeutig zuordnen zu konnen. Im Fallen von B-glycosylierten, peracetylierten Di- und
Trisacchariden gibt es aber eine Region im *H-NMR-Spektrum, in der die anomeren Protonen
des Glycosyldonors erscheinen, ohne mit zu vielen anderen Signalen zu Uberlappen
(Abbildung 22).

L,

Abbildung 22: 'H-Mischspektrum von vier peracetyliertenTrisacchariden. Die markierte Region zeigt die

Signale der anomeren Protonen des Glycosyldonors.

Nach der Zuordnung dieser Signadle zu den einzelnen Verbindungen mit Hilfe von

Referenzsubstanzen kann, ahnlich wie beim Gaschromatogramm, integriert werden, um die
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prozentualen Anteile der Produkte zu bestimmen. Diese Methode ist zwar weniger genau als
die Methylierungsanalyse, dient aber dazu, die Ergebnisse aus der Methylierungsanalyse
abzusichern. Ein Beispiel fir ein "H-Mischspektrum von vier Trisacchariden und ihrer
Zuordnung zeigt Abbildung 23.

Neben einem Wald von sich Uberlappenden Signalen erkennt man eine Region mit nur
wenigen Signalen. Dort erscheinen die Signale der anomeren Protonen der Glycosyldonoren,
sofern die glycosidische Bindung B-konfiguriert ist. Ein Zoom auf diese Region (Abbildung
23) zeigt, dass man nach Integration Uber die Signale die prozentuale Zusammensetzung des
Gemisches abschdtzen kann. Zur Zuordnung der Signale in der Region mit den anomeren
Protonen des Glycosyldonors werden die peracetylierten Trisaccharidgemische an Kieselgel
vorgetrennt. Die Trennungen gelingen dabei in dem Mal3e, dass eine NMR-Charakterisierung
der Trehalose-Bibliotheken und eine partielle Analyse der Galactosyl-Saccharosen moglich
ist.

Es wird aber auch deutlich, dass die Methylierungsanayse die weitaus genaueren Ergebnisse
liefert, weil es dort vie seltener zu SignalUberlappungen kommt. Zudem sind die
Referenzspektren der Endprodukte der Methylierungsanalyse katalogisiert und somit leichter
zuganglich as die NMR-Referenzspektren. Daher wird die Zusammensetzung der
Produktgemische im Folgenden wenn immer moglich mit Methylierungsanalysen bestimmit.
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1 Gal B-1—4

1 Gal B-1-3

Abbildung 23: Zoom auf die Region mit den anomeren Protonen des Glycosyldonors (siehe Abbildung 22)
und ihre Zuordnung.

Zum Vergleich der beiden Anaysenmethoden zeigt Diagramm 2, dass mit NMR-Daten die
Ergebnisse aus der Methylierungsanalyse gestiitzt, jedoch nicht genau wiedergegeben werden
konnen. Griinde dafiir sind Uberlappungen, wie man auch in Abbildung 23 gut erkennen
kann. Dies macht eine genaue Integration Uber einzelne Signale unmadglich und erlaubt nur

eine grobe Abschétzung der Mengenverhaltnisse.
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Diagramm 2:  Vergleich Methylierungsanalyse vs. Auswertung der *H-NM R-Spektren.

Aus BC-NMR-Spektren kann man in der Regel nur die Information erhalten, wie viele
verschiedene Verbindungen mindestens im Substanzgemisch vorhanden sind, wenn man die
sichtbaren Signale der anomeren Kohlenstoffe zadhlt. Signale von Verbindungen mit nur
geringem prozentualem Anteill am Gesamtgemisch konnen jedoch im Rauschen

verschwinden, so dass diese |eicht Ubersehen werden.
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3.3. Disaccharidbibliotheken

Zur Darstellung von Disaccharidbibliotheken wird ein Glycosylakzeptor verwendet, der am
reduzierenden Ende geschutzt ist. Andernfalls besteht die Gefahr von Nebenreaktionen an der
Carbonylfunktion. Als Glycosylakzeptoren werden Methyl -a-D-glucospyranosid und Methyl -
a-D-galactospyranosid eingesetzt, der Glycosyldonor leitet sich von Galactose ab.

3.3.1. Galactosylglucoside

Zur Darstellung einer Bibliothek von Galactosylglucosiden wird Methyl-a-D-glucopyranosid
mit Acetochlorgalactose umgesetzt (Abbildung 24). Dazu wird der Glycosylakzeptor, gel ost
in N, N- Dimethylformamid, zun&chst mit Natriumhydrid partiell deprotoniert. Das Gemisch

der verschiedenen Alkoholate wird dann mit Acetochlorgal actose umgesetzt.
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Abbildung 24: Zufallsglycosylierung von Methyl-a-D-glucopyranosid mit Acetochlor- galactose.

Nach der Umsetzung mit Acetochlorgalactose wird die Losung eingeengt und sofort
peracetyliert. Dies ist notwendig, da die Reaktion sonst diinnschichtchromatographisch nicht
zu verfolgen ist, denn das Lésungsmittel N, N- Dimethylformamid verschmiert die DC-Folie
zu stark. Nach saulenchromatographischer Reinigung kénnen bei einem Umsatz von 37 % die
in Abbildung 24 gezeigten Produkte al's Gemisch isoliert werden.
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Abbildung 25: Nicht beobachtete Produkte bei der Zufallsglucosylierung von Methyl-a-D- glucopyranosid
mit Acetochlorgalactose.

Anschliel3end konnen die Disaccharide saulenchromatographisch an Kieselgel mit Toluol /
Aceton als Eluent von Edukten getrennt werden, und es wird eine Methylierungsanalyse
durchgeftihrt, um die Zusammensetzung des Produktgemisches zu bestimmen.

Dabel fallt auf, dass einige der moglichen Produkte nicht gebildet werden. Es fehlen ale

Produkte, die bei denen eine Glycosylierung an Position 2 des Glycosylakzeptors
stattgefunden hétte (Abbildung 25).
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Stattdessen entstehen Nebenprodukte, welche an Hand von Retentionszeiten und Peak-
Intensitdten in Massenspektrum aus der Methylierungsanalyse as Galactosylgalactosen
identifiziert werden kdnnen (Abbildung 26). Auch hier fallt das Fehlen von an Position 2
glycosylierten Verbindungen ins Auge.

HO CH H
o)
OH 31_’3 HO O

p1—>4
B1—>6

HO OH
o
HO Q OH
o) O OH
£ & o g&
HO OH

HO

OH
B1-3,4

OH
HO B1-3,6

B1-3,4,6
HO

Abbildung 26: Nebenprodukte bei der Zufallsglucosylierung von Methyl-a.-D-glucopyranosid mit

Acetochlorgal actose.

Diese Nebenprodukte konnen durch eine basische Umesterung mit intermolekularer
Acetylwanderung und anschlief3ender Glycosylierung an der freigewordenen Position an
Glycosyldonor entstehen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Intermolekulare Acetylwanderung.

Solche Acetatwanderungen finden in der Regel intramolekular zwischen cis standigen
Hydroxygruppen statt, werden jedoch auch intermolekular beobachtet. > 3

Die prozentuale Verteilung der Produkte, die durch eine Methylierungsanalyse ermittelt wird,
zeigt Diagramm 3.

40
35
® Gal-Glc m Gal-Gal
30 |
25
20 |
15 1
10 1
5 |
0 R T T T T T
12 14

123 12,6 13,6 1-23.4 1-24.6 1-2.34,6
1-3 16 12,4 134 14,6 1-23,6 13,46

rel. Ausbeute [%]

Verknlpfung

Diagramm 3:  Prozentualer Anteil der Komponenten bei der Reaktion von Methyl-a-D-glucopyranosid mit
Acetochlorgalactose, ermittelt durch eine Methylierungsanalyse.
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Man sieht, dass eine Bibliothek aus 14 verschiedenen Di- und Oligosacchariden gebildet wird.
Die prozentualen Anteile der Komponenten sind sehr ahnlich, eine Ausnahme bildet nur die
1—4 verkniipfte Galactosylglucose.

Das Fehlen samtlicher Produkte, die an Position 2 galactosyliert worden wéren, ist allerdings
sehr Uberraschend. Eine schliissige Erklérung daftr gibt es bisher nicht. Es kann nur
spekuliert werden, dass bel dieser Reaktion die Acetylwanderung zu Position 2 hin aus einem
noch unbekannten Grund so schnell ablauft, dass sie einer moglichen Glycosylierung
zuvorkommt. Dieser Befund steht im Gegensatz zu sdmtlichen, in den folgenden Kapiteln
vorgestellten Saccharidbibliotheken.

3.3.2. Galactosylgalactoside
Um den Einfluss des Glycosylakzeptors auf die Regioselektivitdt zu untersuchen, soll der

Glycosyldonor Acetochlorgalactose auch mit Methyl-o-D-galactopyranosid umgesetzt
werden. Die mdglichen Produkte zeigt Abbildung 28.
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Abbildung 28: Produkte der Reaktion von Acetochlorgalactose mit Methyl-a-D-galactopyranosid.

Mit einer Methylierungsanalyse kénnen bel einem Umsatz von 28 % 12 der 15 mdglichen

Produkte (Abbildung 28) nachgewiesen werden, wobei es noch deutliche Hinweise auf das

Auftreten eines Produktes mit einer 1—4 Verkniipfung gibt. Das zugehorige Massenspektrum

ist jedoch nicht eindeutig. Es sient so aus wie ein Mischspektrum aus dem [(-1—4

verknipften Produkt und einer nicht zu identifizierenden Substanz. Weitere Indizien fir das

Vorhandensein dieses Produktes sind mehrfachglycosylierte Produkte, bei denen eine -1—4
Verknipfung vorkommt (B-1—2,4; B-1—3.4; B-1—4,6; p-1-2,3,4; p-1-2,4,6; p-1—3,4,6;

B-1—2,3,4,6 Verkniipfung ).
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Eine prozentuale Verteilung der Produkte zeigt Diagramm 4.

] Galactosylgalactoside

25 A

20 A

rel. Ausbeute [%]

10

152 1->4 1523 12,6 13,6 152,34 152,46 1-2.34,6
1-3 1-6 12,4 1-3.4 14,6 12,36 13,46

Verkniipfung

Diagramm 4:  Prozentuale Verteilung der Galactosylgalactoside, ermittelt durch Methylierungsanalyse.

Man erkennt, dass hauptsachlich monoglycosylierte Produkte entstanden sind, jedoch kénnen
auch 9 der 11 mdglichen mehrfach glycosylierten Produkte nachgewiesen werden. Sogar das
pergal actosylierte Pentasaccharid tritt auf.

Anders als bei der Darstellung der Galactosylglucoside (Kapitel 3.3.1) findet man hier auch
die Uber Position 2 verknipften Produkte und dies in nicht geringer Menge. Eine logische
Erklarung fur diesen Unterschied ist schwer zu finden und kann bisher nicht angeboten

werden.

Als Zwischenfazit ist festzustellen, dass der erste Teilschritt der vorliegenden Arbeit, die
Entwicklung einer Methode zur Glycosylierung von freien Zuckern gelungen ist. Mit der
vorgestellten Glycosylierungsmethode lassen sich Saccharidbibliotheken herstellen. Die
Bibliotheken sind allerdings nicht vollstandig und die Einzelkomponenten kommen in recht
unterschiedlichen Konzentrationen vor. Der Einfluss des Glycosylakzeptors ist betrachtlich,
allerdings kann keine eindeutige Ursache fur die gefundenen Unterschiede bel den
Umsetzungen mit Acetochlorgal actose gefunden werden.

Um das Problem der Selbstglycosylierung des Glycosyldonors zu |6sen, werden im

Folgenden weitere Umsetzungen nach dem gleichen Schema durchgeftihrt, nun aber mit
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Disacchariden as Glycosylakzeptoren um die weitere Anwendbarkeit der Methode zu
Uberprifen. Dies soll ermdglichen, die Produkte (hauptsachlich Trisaccharide) von

sel bstglycosylierten Glycosyldonoren (hauptséchlich Disaccharide) zu unterscheiden.
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3.4 Trisaccharidbibliotheken

Drei Trisaccharidbibliotheken sollen hergestellt werden: Galactosyltrehalosen, Glucosyl-
trehal osen und Gal actosyl saccharosen.

Galactosyl- und Glucosyltrehalosen finden Verwendung as Zusatzstoffe in der Mund- und
Zahnhygiene, da sie die Aggregation von zahnschadigenden Bakterien verhindern.>* Daher ist
ihre industrielle Synthese auch bereits recht gut entwickelt und wird in der Regel enzymatisch
betrieben.>> *°
Regioisomer herstellen, so dass man bel der Synthese von Regioisomergemischen auf die

Allerdings kénnen die verwendeten Enzyme meist nur jewells ein bestimmtes

kombinatorische Chemie zurlickgreifen muss, zumal klassische Schutzgruppenchemie aus
Kostengriinden kaum dafur in Frage kommt.

Die Darstellung der beiden Treha osebibliotheken stellt eine Weiterentwicklung der vorher
beschriebenen Glycosylierungsmethode dar, weil hier ein komplett ungeschitztes Disaccharid
als Glycosylakzeptor fungiert. Es wird ein nichtreduzierendes Disaccharid gewahlt, da sonst
Nebenreaktionen am reduzierenden Ende zu befirchten wéren.

In dieser Arbeit wird zunéachst die a, a- verknipfte Trehalose as Glycosylakzeptor gewahlt,
da dieses Disaccharid symmetrisch ist (Abbildung 29) und daher trotz acht freier
Hydroxygruppen nur vier verschiedene regioisomere Trisaccharide entstehen konnen. Dies
vereinfacht die Analyse des Produktgemisches bedeutend. Eine Trennung von Galacto- und
Glucosyltrehal osegemischen wurde von Ajisaka et al. beschrieben und wird daher hier nicht
wiederholt. >’

Spéter wird dann Uber die Verwendung eines unsymmetrischen Disaccharides (Saccharose,
Abbildung 29) as Glycosylakzeptor berichtet werden, dessen Glycosylierung zu acht

regioi someren monoglycosylierten Produkten fihren kann.

OH Symmetrie- OH
zentrum HO @)

HO © HO
HO HO

0 o)
HO
OH o
OH HO
0] OH OH
HO OH
3 1

Abbildung 29: «, a- Trehalose und Saccharose.
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Die Analyse der Verbindungsbibliotheken gelingt bei den beiden Trehal osebibliotheken mit
Methylierungsanalysen. Bel den Galactosylsaccharosen treten jedoch Probleme auf, wortber
spéater berichtet wird. Alle Bibliotheken werden auch NM R-spektroskopisch untersucht. Nach
einer bestmoglichen Trennung der peracetylierten Produktgemische an Kieselgel werden die
so erhaltenen NMR-Daten der einzelnen Verbindungen als Referenz verwendet, wie in
Kapitel 3.2. bereits beschrieben wurde. Bel Galactosyltreha osen und Glucosyltrehal osen falt
dabel eine Korrelation der chemischen Verschiebung der anomeren Protonen des
ursprunglichen Glycosyldonors ins Auge. Sie zeigt damit eine grofl3ere Abhangigkeit von der

Position der glycosidischen Bindung als von der Art des Glycosyldonors (Diagramm 5).

4.8
® Galactosyltrehalosen

4.757 B Glucosyltrehalosen

gim
"n

4.7
465

467
4.55

4.5

Chemische Verschiebun

'H-NMR [ppm]

|
4.45

4.4 ' !
B-1—-2 B-1-3 B-1-4 p-1—6

Verkniipfung

Diagramm 5:  Chemische Verschiebung der 'H-si gnale der anomeren Protonen der Glycosyldonoren.
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3.4.1. Galactosyltrehalosen

In diesem Abschnitt soll Gber die Galactosylierung von ungeschtitzter o, o-Trehal ose berichtet
werden (Abbildung 30). Die Durchfihrung entspricht der bei der Darstellung der Disaccharid-
bibliotheken beschriebenen (Kapitel 3.3.).

OAc AcO OAC OAc
AcO 8 ACO 0] o 9
AcO
OAc

AC
O OAc
ACO ACO OAC OAC
o) OAc o OAcC
AcO AcO / AcO
\ OH AcO __OAc
HO QO O
HO AcO 4
HO AcO
o + el
3 |oH
OH
5 OH
HO
AcQO, ACO
C
O/%OAC Ogc OAC
AcO A Aco AcO O 2
AcO OAc ACO AcO
AcO AcO
0 1 0
OAc 10 OAcC
OAc OAc
o) OAc o OAc
AcO AcO

Abbildung 30: Galactosylierung von a, a- Trehalose.

Es wird zunéchst die optimale Menge von Natriumhydrid ermittelt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2 sowie Diagramm 6 dargestellt.
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Aquivalente NaH [%] Gesamtausbeute [%]

1.7 21
2.5 9
6.0 5

Tabelle 2: Gesamtausbeute an Galactosyltrehal osen bel verschiedenen eingesetzten Mengen Natriumhydrid.
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Verkniipfung

@1.7 Aqg NaH m2.5 Aq NaH 06.0 Aq NaH

Diagramm 6: Produktverhdltnisse von Galactosyltrehalosen bei verschiedenen eingesetzten Mengen von
Natriumhydrid.

Aus Tabelle 2 ist zu entnehmen, dass bei der Verwendung von 1.7 Aquivaenten
Natriumhydrid die beste Ausbeute erzielt werden kann. Der Unterschied zu 2.5 Aquivalenten
ist signifikant. Grolere Mengen an Natriumhydrid fohren auf  Grund von
Lodlichkeitsproblemen  vermutlich nicht zu einer weiteren Deprotonierung von
Hydroxylgruppen.

Aus diesen und den folgenden Versuchen mit anderen Glycosylakzeptoren wird deutlich, dass

die Gesamtausbeute bei der Verwendung von Disacchariden als Glycosylakzeptoren immer
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bei etwa 20 % liegt. Als Ursachen fir die limitierte Ausbeute kommen folgende Faktoren in
Betracht:

a) Die Tatsache, dass das zwischenzeitlich gebildete Alkoholat nicht nur ein
Nukleophil, sondern auch eine starke Base ist. Als solche kann es sowohl den
Glycosyldonor as auch den Glycosylakzeptor zersetzen. So kann z. B. durch
Eliminierung aus dem Glycosyldonor ein Glycal gebildet werden.
Nichtreduzierende Disaccharide sind gegentiber Basen zwar deutlich stabiler als
reduzierende, zersetzen sich jedoch auch.>®

b) Die schon be der Darstellung der Disaccharidbibliotheken aufgetretene
intermolekulare Acetylmigration durch einen nukleophilen Angriff des Alkoholat-
anions auf die Acetylgruppen des Glycosylakzeptors.

C) Loslichkeitsprobleme, da sich das sehr polare Edukt a, a- Trehalose nur durch
Erwarmen in N, N- Dimethylformamid lésen lasst und das gebildete Alkoholat

noch polarer ist.

Es soll an dieser Stelle aber noch einma betont werden, dass ein solch niedriger Umsatz
notwendig ist, wenn man monoglycosylierte Produkte erhalten will. Wéare der Umsatz hoher,
wurden wahrscheinlich auch mehrfach glycosylierte Produkte gebildet werden. Hierzu wird

spéater in Kapitel 3.6. weiter ausgefihrt.

Es soll auch noch auf eine Besonderheit bei der Methylierungsanalyse der Substanzgemische
hingewiesen werden. Im Gaschromatogramm, das zum Ende der Methylierungsanayse
ermittelt wird, taucht ein zusétzlicher Peak auf, dessen Massenspektrum auf einen an Position
2 dlycosylierten Glycosylakzeptor schlief3en lasst. Da er jedoch nicht die gleiche
Retentionszeit wie das von Glucose stammende Hexitol (Glucitol) besitzt und sich in den
Signalintensitéten der Peaks im Massenspektrum etwas unterscheidet, wird vermutet, dass es
sich um ein isomeres Hexitol mit manno-Konfiguration handelt. Dieses kann durch
Tautomerisierung wahrend der sauren Hydrolyse bel der Methylierungsanalyse aus dem
Glucoderivat entstehen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Tautomerisierung bei Glucose.

Um diese Hypothese zu prifen, wird das entsprechende Mannitol synthetisiert, um davon ein
GC-MS-Referenzspektrum zu erhalten (Abbildung 32).

D-Mannose wird mit Pyridin / Essigsaureanhydrid peracetyliert und dann zu Acetobrom-
mannose umgesetzt.®° Diese wird in Methanol aufgenommen und mit 2,4-Lutidin zum
Methylorthoester umgesetzt, welcher danach mit Methanolat deacetyliert wird.®*
Anschliel3end werden die freien Hydroxygruppen mit Methyliodid methyliert und danach der
Orthoester mit verdunnter Essigsdure hydrolysiert.%2% Schlieflich wird der entstandene
Aldehyd zum Alkohol reduziert, und nach einer abschlief3enden Acetylierung der freien
Hydroxygruppen wird die Substanz per GC-M S vermessen.
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a) 1. Pyridin/ Ac,0, 2. AcOH / HBr; b) CH;OH, Lutidin, AgOTf; ¢c) NaOCH,, CH;0H; d) CH4l, NaOH (50 %),
DMSO; e) Wasser /Essigsdure 4/ 1; f) NaBD,, NH3, H,0; g) Pyridin, Ac,O.

Abbildung 32: Synthesevon 1,2,5-Tri-O-acetyl-3,4,6-tri-O-methyl -D-mannitol.

Das so erhaltene Massenspektrum gibt eine gute Ubereinsimmung beziiglich der
Signalintensitdten im Massenspektrum mit dem zusétzlichen Peak, der bei der Analyse der
Galactosyltrehal osen auftritt, auch wenn die Retentionszeit nicht ganz Ubereinstimmt. Dieses
Phanomen tritt jedoch bei fast allen untersuchten Substanzgemischen auf. Der Grund dafir
liegt darin, dass die Retentionszeit erheblich vom Einspritzvorgang und von der
Konzentration der Losung abhangt, mit der die GC-MS-Analyse durchgefiihrt wird. Die
relativen Abstande der jeweiligen Peaks bei der Analyse von Substanzgemischen sind jedoch

nur vom Temperaturprogramm der GC-M essung abhangig.
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3.4.2. Glucosyltrehalosen

In gleicher Weise wie in Kapitel
umgesetzt (Abbildung 33).

3.4.1. wird o, a- Trehalose auch mit Acetochlorglucose
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Abbildung 33:

Glucosylierung von a, a- Trehal ose.

Aquivalente NaH [%] | Gesamtausbeute [%]
0.85 11
1.7 5
19 12
25 18

Tabelle 3:

Relativer Umsatz bei verschiedenen Mengen Natriumhydrid.
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Auch hier wird zuerst die optimale Menge von Natriumhydrid gesucht (Tabelle 3).

Die beste Ausbeute erhdlt man mit 2.5 Aquivalenten Natriumhydrid. Eine noch groRere
Menge davon einzusetzen erscheint jedoch wegen der zu erwartenden Loslichkeitsprobleme
nicht sinnvoll. Die Ergebnisse der anschlieRenden Methylierungsanalysen nach den

Umsetzungen geben Diagramm 7 wieder.
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Diagramm 7:  Vergleich der prozentualen Zusammensetzung der Glucosyltrehalosen

Man findet keine signifikanten Unterschiede bei den relativen Ausbeuten. Es wird daher
angenommen, dass die Menge an zugegebenem Natriumhydrid keinen besonderen Einfluss
auf die Produktverteilung hat. Auffélig ist auch die sehr gleichméalige Vertellung der
prozentualen Anteile der einzelnen Verbindungen. Alle Hydroxygruppen zeigen hier eine fast

gleiche Resaktivitét, nur die primére fallt Uberraschend etwas ab.



3.4.3. Galactosylsaccharosen
Die néchste Stufe stellt die Glycosylierung eines unsymmetrischen Disaccharides dar, bel der
acht regioisomere Produkte entstehen konnen. Als Glycosylakzeptor wird Saccharose

gewdhlt, eines der gangigsten nicht reduzierenden Disaccharide. Als Glycosyldonor wird
Acetochlorgal actose verwendet (Abbildung 34).

AcO

AcO,
OAc
OAc

OAc
OAc

Abbildung 34: Zufallsgalactosylierung von Saccharose.

Nach saulenchromatographischer Reinigung werden 18 % eines Trisaccharidgemisches
erhalten. Zur Analyse des Produktgemisches wird wieder eine Methylierungsanalyse
durchgefuihrt, die alerdings keine vollstandige Bestimmung der Zusammensetzung des
Gemisches erlaubt. Es werden nur die vier Produkte gefunden, bei denen die Galactosylierung
am Glucoseteil der Saccharose stattfindet. Es entstehen jedoch auch mindestens drei am

Fructoseteil galactosylierte Trisaccharide, wie durch eine siulenchromatographische
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Antrennung des peracetylierten Produktgemisches an Kieselgel und anschliefRende Analyse
der NMR-Spektren nachgewiesen werden kann (Abbildung 35).

f1—6
R1—3
unbekannt “J, d B1—2
NN Vol
/ Bl—4
N p N unbekannt
oo
=5 ‘ e
4‘75 ‘ 4‘70 4‘65 ‘ 4.‘60 4‘55 4‘50

Abbildung 35: 'H-NMR-Spektrum von den anomeren Protonen der Galactose-Bausteine im

Galactosyl saccharose- Gemisch.

In diesem "H-NM R-Spektrum erkennt man acht zu Dubl etts aufgespaltene Signale im Bereich
der anomeren Protonen der Galactose-Einheiten, die zu den verschiedenen Regioisomeren
gehéren. Vier davon lassen sich durch Vergleich mit den 'H-NM R-Spektren der
Referenzsubstanzen, die sdulenchromatographisch aus dem Gemisch isoliert werden kénnen,
identifizieren. Es sind dies drei am Fructoseteil galactosylierte Trisaccharide 28, 30, 31 und
eine am Glucosetell galactosylierte Verbindung 24. Das Vorliegen von B-Verknupfungen
wird auf Grund der Kopplungskonstanten von 7.9 bis 8.1 Herz gesichert.

Hinwelse auf o-verknipfte Produkte gibt es keine, weder im 'H-NM R-Spektrum noch im Bc-
NM R-Spektrum.
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Zum Vergleich mit dem B1—4 verknupften Produkt 26 wird kauflich erwerbbare

Lactosucrose peracetyliert.

Ein Vergleich der Integrale lasst eine Abschéatzung der prozentualen Anteile zu (Tabelle 4).

Verkniipfung / Verbindung Anteil [%]
Bl—1" 31 9
B1—-3", B1—6" 28, 30 25
Bl1—2 24 21
p1—4 26 9
Bl1—3, pl1—6, 1—4"  25,27,29 36

Tabelle 4: Abschétzung der Produktverteilung aus *H-NMR-Daten bei der
Zufallsgal actosylierung von Saccharose.

Warum die am Fructoseteil galactosylierten Trisaccharide durch die Methylierungsanalyse
nicht nachgewiesen werden konnen, ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch unklar. Es ist
jedoch bekannt, dass Methylierungsanalysen von Ketohexosen und Derivaten Probleme
bereiten kénnen, weil diese Zucker oft sehr siureempfindlich sind.*% Es wird daher
angenommen, dass bei der sauren Hydrolyse der glycosidischen Bindungen wahrend der
Methylierungsanalyse eine Zersetzung auftritt. Daher werden verschiedene andere
Hydrolysemethoden ausprobiert, die jedoch alle nicht zum Erfolg fuhren. Entweder werden
die glycosidischen Bindungen der Regioisomere nur unvollstandig hydrolysiert, oder die am
Fructoseteil galactosylierten Trisaccharide konnen im GC-MS nach der Methylierungsanalyse
nicht detektiert werden. Auch ein spezielles Reagenz, 4-Methylmorpholinboran, welches bei
der sauren Hydrolyse hinzugegeben wird, bringt keinen Erfolg (Abbildung 36).

Abbildung 36: 4-Methylmorpholinboran
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4-Methylmorpholinboran soll die bei der Hydrolyse freiwerdenden Carbonylgruppen sofort
reduzieren, um eine Zersetzung zu vermeiden. Dazu wird das Galactosyl saccharose-Gemisch
zunachst mit Trifluoressigsaure und M ethylmorpholinboran ei ne Stunde auf 60 °C erhitzt, um
zundchst den Fructoseanteil zu hydrolysieren und zu reduzieren. Danach wird frisches
M ethylmorpholinboran zugesetzt und eine Stunde auf 120 °C erhitzt. Diese Umsetzung wird
bei vier verschiedenen Konzentrationen von Trifluoressigsaure ausgefthrt: 1M, 2M, 3M und
4M. Die Produkte werden nach einer Peracetylierung mit GC-MS untersucht. Es gibt jedoch
in keinem der Spektren Hinweise auf Fructose oder andere Bestandteile der Trisaccharide. Es
muss daher davon ausgegangen werden, dass die Reduktion mit Methylmorpholinboran nicht
gelungen ist.

Daher wird noch einmal eine Hydrolyse mit Trifluoressigséure ohne Methylmorpholinboran
durchgefiihrt, alerdings nun auch in zwel Schritten: einmal bei 60 °C mit anschlief3ender
Reduktion mit Natriumbordeuterid und noch einmal bei 120 °C mit anschlief?ender Reduktion
und Peracetylierung. Das hiervon gemessene GC-MS zeigt jedoch wieder nur die
galactosylierten Glucoseanteile der Galactosylsaccharosen.

Um das Problem ndher zu untersuchen, wird Methyl-a-D-fructofuranosid (32) mit
Acetochlorgalactose unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie Saccharose umgesetzt
(Abbildung 37).
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Abbildung 37: Galactosylierung von Methyl-a-D-fructofuranosid.
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Die Ausbeute betrégt hier nur 10 %. Eine saulenchromatographische Trennung und NMR-
Anayse der entstandenen Produkte gelingt in diesem Fall nicht. Es wird daher eine
Methylierungsanalyse durchgefiinrt. Deren Ergebnisse sind allerdings sehr schwierig zu
interpretieren, da auch hier, wie in Kapitel 3.3. beschrieben, eine Selbstglycosylierung des
Glycosyldonors auftritt. Dies ist in diesem Fall auch die Hauptreaktion, der Anteil an
Selbstglycosylierung betrégt ca. 75 %.

Auf Grund der Retentionszeiten in der Gaschromatographie konnen einige Produkte, die
durch Eigenglycosylierung des Glycosyldonors entstanden sind, identifiziert werden, wobei
sich die Integrae im GC-Spektrum aber Uberlagern.

Weitere Produkte konnen nicht eindeutig galactosylierten Galactosen oder Fructosen

zugeordnet werden. Die prozentuale Verteilung gibt Diagramm 8 wieder.

%
30

25

20

15

10

relative Ausbeute [%]

0 [ 1 [ ]

Gal-Gal 12,153, 1-4 1-6 1-2,3 1-34 14,6
Gal-Fru 1-1 1-1,3

Verkniipfung

Diagramm 8:  Ergebnisse der Methylierungsanalyse nach der Galactosylierung von Methyl-o-D-
fructofuranosid.

Somit bleibt nur die Auswertung des 1H-NMR-Spektrums des Galactosylsaccharose-
Gemisches zur Bestimmung der Zusammensetzung.
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3.5. Oligo- und Polysaccharidbibliotheken

In diesem Kapitel soll gezeigt werden, dass sich mit der anionischen Glycosylierungsmethode
auch héhere Umsétze erzielen lassen, wenn man stabilere Glycosyldonoren einsetzt.

Glycosylfluoride sind a's sehr stabile Glycosyldonoren bekannt. Sie wurden lange Zeit in der
Kohlenhydratchemie eher selten fir Glycosylierungen eingesetzt, da sie als zu unreaktiv
galten, um as Glycosyldonor Verwendung finden zu kénnen. In den sechziger Jahren fihrte
Micheel et a.” ® erste Untersuchungen durch. Eine breitere Anwendung fanden
Glycosylfluoride aber erst, ds T. Mukalyama et a. sowie J. Thiem und M. Kreuzer gut
handhabbare fluorophile Glycosylierungskatalysatoren wie Titantetrafluorid einfiihrten, 8- 7
Zur Darstellung der Glycosylfluoride kann man mittlerweile aus einer breiten Palette von
Moglichkeiten auswahlen.” In dieser Arbeit wird die von S. Schréder beschriebene Methode

gewahlt, weil sie einfach durchzufiihren ist und gute Ausbeuten liefert (Abbildung 38).7
OH Ao
C
OO, = A é&
HO NaOAc AcO
HF/Pyndln NaOMe

— HO
MeOH

33 34

Abbildung 38:  Darstellung von ungeschiitzten a-D-Glycopyranosylfluoriden am Beispiel von
a-D-Glucopyranosylfluorid.

Zunéchst wird ein B-Pentaacetat des Monosaccharids hergestellt. Der peracetylierte Zucker
wird dann in einer 70 %igen Ldsung von Fluorwasserstoff in Pyridin gelést und bei
Raumtemperatur geriihrt. Diese Methode liefert ausschliefdlich das a-Glycopyranosylfluorid
in etwa um 10% hohere Ausbeuten gegentiber der von Sharma et al., da der peracetylierte
Zucker direkt im Reagenz gel6st wird.”* Eine anschlielende Deacetylierung nach Zémplen
fuhrt zum ungeschitzten o-D-Glycopyranosylfluorid. Abbildung 39 zeigt die gewahlten
Ausgangsverbindungen: a-D-Mannopyranosylfluorid (34), a-D-Glucopyranosylfluorid (6),
a-D-Fucopyranosylfluorid (35) und a-D-Gal actopyranosylfluorid (36).”
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Abbildung 39: Verwendete Glycosylfluoride.

Polymerisationen mit Glycosylfluoriden sind bislang nur von R. Leino et al. in einer
Patentanmeldung beschrieben worden.”® Dort wurden verschiedene Glycosylfluoride bei
hohen Temperaturen mit anorganischen Sauren inkubiert. Die erreichten Molmassen liegen
im Bereich um 1000 — 2000 Dalton, was etwa 7-15 Monomereinheiten entspricht.

Im Folgenden soll gezeigt werden, dass Glycopyranosylfluoride auch basisch bei moderaten
Temperaturen polymerisiert werden kénnen.

Zunéchst wird die Polymerisation mit a-D-Glucopyranosylfluorid durchgefthrt (Abbildung
40). Mit diesem Baustein sollen die Reaktionstemperatur und -zeit optimiert werden, um dann
auch die anderen Zucker auf die gleiche Weise umzusetzen.

Die Untersuchungen von F. Miched lassen eine B-Konfiguration der entstehenden
glycosidischen Bindungen erwarten.®” Ob dies tatsichlich der Fall ist, l&sst sich jedoch nicht
feststellen, da diese Information in der spéteren Methylierungsanalyse verloren geht und
NMR-Spektroskopische Untersuchungen auf Grund der Komplexitdt der entstehenden

Produktgemische hoffnungslos sind.

50



O 1AqLH DMF

O 0°C, 2h 25 mbar

OX
X0 O

XO
XO

3*X=H
1*X=Li

0]
mo
_40°CN,
n
2h, DMF F
n=1-24
3*X = H
1*X=Li
Abbildung 40: Polymerisation von a-D-Glucopyranosylfluorid.
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Abbildung 41: MALDI-TOF-Spektrum von Glucopyranosyl-Oligomeren.
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Der Zucker wird zunichst in N, N- Dimethylformamid gelést und mit eéinem Aquivalent
Lithiumhydrid versetzt. Anschlief3end wird die Lésung solange bel 22 mbar und 0°C gertihrt,
bis keine Gasentwicklung mehr zu sehen ist. Danach wird die Losung eine Stunde erhitzt.

Ein Vergleich der MALDI-TOF-Spektren, die von Umsetzungen bei 20 °C, 40 °C, 60 °C und
90 °C aufgenommen wurden, zeigt, dass bei 40 °C die Umsetzung am besten verlauft. Hier
werden die grofiten Molekilmassen gefunden. Bel 0°C findet noch keine Umsetzung statt,
wie ebenfalls per MALDI-TOFSpektrometrie festgestellt wird.

An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass die MALDI-TOF-Spektren der ungeschiitzten
Oligo- und Polymere wegen schlechter Flugeigenschaften dieser Molekile meist nicht sehr
aussagekraftig sind. Daher werden alle Proben vor der Messung permethyliert, um die
Flugeigenschaften der Saccharide zu verbessern. Ein Beispiel fir ein solches Spektrum zeigt
Abbildung 41. Die hochsten gefundenen Molmassen entsprechen Polymeren mit bis zu 25

Monomereinheiten.

N, N- Dimethylformamid hat sich als geeignetes Losungsmittel herausgestellt. Es |6st die
Edukte hinreichend gut und ist, verglichen mit Dimethylsulfoxid und Sulfolan, unter den
basischen Reaktionsbedingungen verhdltnismaidig stabil. In Diethylendiglycoldimethylether
|6st sich a-D-Fucopyranosylfluorid (35) im Ultraschallbad zwar zunéchst auf, fallt jedoch
nach Abschalten des Ultraschalls schnell wieder aus. Eine Testumsetzung von o-D-
Fucopyranosylfluorid in Diethylendiglycoldimethylether mit  Lithiumhydrid  fdhrt
erwartungsgemal’d nicht zu nachweisbaren héheren Sacchariden, da angenommen wird, dass
das Lithiumalkoholat auf Grund seiner gegentiber dem Edukt nochmals erhdhten Polaritét in
Diethylendiglycoldimethylether erst recht unléslich ist. Die anderen Glycosylfluoride |6sen
sich auch im Ultraschall nicht in Diethylendiglycoldimethylether.

Es werden auch einige Experimente durchgefihrt mit o-D-Glucopyranosylfluorid und
Lithiumhydrid, bel denen die Erwdrmung des Reaktionsmediums durch das Einstrahlen von
Mikrowellen erreicht wird. Die MALDI-TORSpektren der Produkte zeigen jedoch
betrachtlich kirzere Kettenlangen als bei den im Olbad erhitzten Proben. Daher wird diese
Idee nicht weiter verfolgt.

Uber die Ursache lasst sich an dieser Stelle nur spekulieren. Dazu soll zunichst kurz das
Prinzip der Mikrowellen vermittelten Reaktionsfiihrung erl autert werden.””

Mikrowellen werden von polaren Medien absorbiert. Je grofer die Polaritét des
absorbierenden Materials ist, umso besser fdlt die Absorption der Strahlung aus. Daher

52



absorbieren Alkoholate Mikrowellenstrahlung sehr stark und zwar am Ort ihrer elektrischen
L adung. Dadurch entsteht eine starke, ortlich eng begrenzte Uberhitzung, ein , hot Spot*. Von
hier wird die thermische Energie dann auf die Umgebung Ubertragen.

Weitere Unterschiede zum klassischen thermischen Erhitzen bestehen in der Moglichkeit,
polare Substanzen sehr viel schneller as mit klassischen Methoden aufzuheizen sowie dem
Erhitzen von Losungsmitteln Uber ihren Siedepunkt bel Normaldruck hinaus, wenn das
Reaktionsgefal3 abgeschlossen ist.

Beim Erhitzen von in N, N- Dimethylformamid geldsten Glycosylfluoriden mit Mikrowellen-
strahlung, welche vorher mit Lithiumhydrid deprotoniert wurden, wird demnach die Strahlung
vom Zuckeralkoholat wegen seines ionischen Charakters stark absorbiert. Somit erhéht sich
vermutlich die Reaktivitét des Glycosylakzeptors. Allerdings sind Alkoholate normalerweise
auch ohne die Anregung durch Mikrowellen sehr reaktive Verbindungen. In den getesteten
Féllen (Reaktionsdauer: 2 Stunden bel 40 °C bzw. bel 60 °C) lassen sich zwar nach
Permethylierung der Proben Disaccharide und kurzkettige Oligosaccharide im MALDI-TOF-
Spektrum nachweisen, jedoch fallt eine Schwarzféarbung der Ldsung nach der Polymerisation
negativ auf. Offenbar fuhrt die Anregung der Alkoholate durch Mikrowellenstrahlung auf

Grund ihrer Basizitét zur tellweisen Zersetzung der Zucker oder des Lésungsmittels.

Weiterhin soll auch die Reaktionsdauer optimiert werden. Dazu wird eine Polymerisation von
a-D-Glucopyranosylfluorid bei 40 °C gestartet, und es werden nach bestimmten Zeiten funf
Proben genommen. Danach werden die Molmassen der Polymere bestimmt.

Eine erste Tendenz geben MALDI-TOF-Spektren an, welche aber nur qualitative Schluss-
folgerungen erlauben, da die Peakintensitét sehr von den Flugeigenschaften der einzelnen
Molekulle abhangig und daher nicht quantifizierbar ist.

Es werden daher auch GPC-Messungen durchgefihrt. Diese sind alerdings ebenfalls nicht
sehr aussagekréftig, weil die Molmassen der Proben in einem niedrigen Bereich liegen, der
experimentell nicht richtig erfasst werden kann. Es lassen sich daher aus den Messungen
ebenfals nur qualitative Aussagen Uber die Molmassen treffen. Ein Beispiel soll dies
illustrieren.

Abbildung 42 zeigt die mit GPC ermittelten Molmassenverteilungen von Glucosylpolymeren,
hergestellt in N, N- Dimethylformamid bei 40 °C, einem Aquivalent Lithiumhydrid und zwei
Stunden Reaktionsdauer. Die Messpunkte im oberen blauen Bereich (Molmassen um 2000

Dalton) geben eine einfache Umsetzung wieder, die Messpunkte im unteren roten Bereich
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zeigen die Molmassen nach einer nochmaligen Glucosylierung des Rohproduktes aus der

ersten Umsetzung (Molmassen um 1500 Dalton).

10000.0

S 1000.0

Molar Mass (g/mol)

100, 0 il TR S ' [ [ [ [
34.0 36.0 38.0 40.0 42.0 44.0 46.0
Volume (mL)

Abbildung 42: GPC-Messung von Glucosylpolymeren. Messpunkte in blau (oben) fir einfache Umsetzung (Mw
~2000) und rot (unten) fir nochmalige Glucosylierung.

Die Messwerte weisen eine sehr starke Streuung und einen untypischen Kurvenverlauf auf, so

dass keine exakten Daten mit der GPC-Methode erhalten werden konnen.

Daher muss eine weniger gangige Methode zur Molmassenbestimmung verwendet werden,

die Methylierungsanalyse.

Aus dem Gaschromatogramm am Ende der Methylierungsanalyse kann man nicht nur die

statistische Vertellung der VerknUpfungen erhaten, sondern auch die durchschnittliche

Kettenlange bestimmen. Dies soll an einem Beispielchromatogramm erléutert werden

(Diagramm 9).



Endstucke

K ettensegmente mit
verschiedenen

Verknipfungen

|
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Diagramm 9: Gaschromatogramm nach der Methylierungsanalyse eines Saccharidgemisches aus der

Polymerisation von a-D-Glucopyranosylfluorid.

Man findet Peaks sowohl fir die Kettenendstiicke als auch fir die inneren Kettensegmente,
wobe diese je nach Verknipfungsmuster eine verschiedene Retentionszeit besitzen. Man
kann nun durch Integration Uber die Peakfl&che sowohl die prozentualen Anteile der
einzelnen Kettenbestandteile als auch das Verhdtnis der Anzahl der Kettensegmente zur
Anzahl der Endstiicke bestimmen, woraus sich eine durchschnittliche Kettenlange ergibt. Man

muss dabel nur berticksichtigen, dass V erzwel gungen zu zusétzlichen Kettenenden flhren.
Dazu wird folgende Formel zur Berechnung der durchschnittlichen Kettenlange entwickelt:
Durchschnittskettenlinge = (x +a+b +c+d)I(x —b—2c —3d) =100/(x —b — 2c - 3d)
mit:  x = Kettenendstticke [%]
a= unverzweigte Kettenglieder [%0]
b = einfach verzweigte K ettensegmente [ %]

¢ = zweifach verzwel gte K ettensegmente [ %0]
d = dreifach verzweigte K ettensegmente [%0]
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Da Kohlenhydratpolymere bisher nicht auf diese Weise auf ihre Molmassen hin untersucht
worden sind, soll dies am Beispiel eines Gemisches von drei Polysacchariden erlautert werden
(Abbildung 43).

T

O Unverzweigte Kettensegmente 12
‘ Endsticke 11
O Einfach verzweigte Kettensegmente 3
. Doppeltve rzweigte Kettensegmente 1
D Dreifach verzweigte Kettense gmente 1

Abbildung 43:  Beispiel zur Erl&uterung der Berechnung der durchschnittlichen K ettenlange bei
Sacchari dgemischen.

In diesem Beispiel von drei unterschiedlichen Polymeren (Kettenlange: 7, 8 und 13
Monomerbausteine) gibt es zwdlf unverzweigte, drei einfach verzweigte Kettensegmente, ein
doppelt verzweigtes, ein dreifach verzweigtes Kettensegment und elf Endstlicke. Bei 28

Kettengliedern, diesich auf drei Molekile verteilen, ergibt sich eine durchschnittliche

Kettenldnge von 9.33 Kettengliedern. Auf dieses Ergebnis kommt man mit der oben

angegebenen Formel, wenn man die Werte einsetzt:

28/(11-3-2-3) =28/3=9.33

Aus den Methylierungsanalysen erhdt man keine absoluten Zahlen der einzelnen Bausteine,
sondern ihre prozentualen Verhdltnisse. Damit kann man die Rechnung jedoch genauso

ausfuhren:

100%/(39.28—-10.71-7.14-10.71)%=100%/10.72% =9.33
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Die Berechnung der durchschnittlichen Kettenlangen der Glucosylpolymere aus den
Methylierungsanalysen der fiinf Proben ergibt folgendes Bild (Diagramm 10):

Durchschnittliche Kettenlange
[Monomereinheiten]

5

4.5 |
4 ]
35 )
3 i
2.5 i
2 i
15 1
1 i
0.5 i
0

20 min 1h 2h 4h 22h
Reaktionsdaner

Diagramm 10: Durschnittliche Kettenldngen der Produkte bei der Polymerisation von o-D-
Glucopyranosylfluorid nach verschiedenen Zeiten und 40 °C.

Es zeigt sich, dass die Oligomere nach zwei Stunden die grofdte durschnittliche Kettenlénge
besitzen. Vermutlich findet danach bedingt durch das basische Reaktionsmilieu eine
Zersetzung der Oligomere statt.

Die anschlieffende Methylierungsanalyse der Oligomere zeigen folgende Diagramm 11.:
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Diagramm 11 : Entwicklung der prozentualen Anteile der Verkntipfungen bei der Polymerisation von

a-D-Glucopyranosylfluorid nach verschiedenen Zeiten bei 40 °C.

Aus diesen Daten kann man eine Hypothese tber den Verlauf der Polymerisation erstellen.

Als Grundlage dient die Annahme, dass die Bildung der Oxianionen bel der Reaktion des
Glycosylfluorids mit Lithiumhydrid zu allen denkbaren regioisomeren Monolithiumsalzen
fuhrt. DafUr spricht die Tatsache, dass alle vier madglichen monoglucosylierten
Kettensegmente gefunden werden. Die einzelnen Positionen sind allerdings unterschiedlich
reaktiv, wie Diagramm 11 zeigt. Zunéchst findet man einen grofien Anteil 1—6 verkniipfte
Produkte (nach 20 min Reaktionszeit ca. 50 %), der nach zwei Stunden vor allem auf Kosten
der 1—3-Verknupfung abnimmt. Dies l&sst den Schluss zu, dass die Position 6 die reaktivste
ist und am schnellsten reagiert. Nach zwei Stunden nimmt die durchschnittliche Kettenlénge
wieder ab (Diagramm 10) und der Anteil an 1—6-Verkntpfung wieder zu. Offenbar zersetzen
sich die Oligomere teilweise wieder aufgrund der basischen Bedingungen. Dabei erweist sich

die 1—6-Verknlpfung a's die am wenigsten empfindliche.
Um ene breitere Anwendbarkeit der Methode zu demonstrieren, sollen auch die anderen

Monosaccharide (Abbildung 38) polymerisiert werden. Dabei werden die bel der
Polymerisation von a-D-Glucopyranosylfluorid gefundenen optimierten Reaktions-
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bedingungen von zwel Stunden bel 40 °C in N, N- Dimethylformamid Ubernommen. Die

Ergebnisse sind in den Diagrammen 12-14 dargestellt.

Galactosylpolymere

8] a
G868

Mittlere Kettenldnge: 11.8 Momereinheiten

P ERPDNN
o 01 O O

Anteile der Verkniipfungen [%]
o 8

|

152

o

] -0 im -

54 1523 1-2,6 1-3.6 15234 1-2.4.6 1-52.3.4.6
153 156 152,44 153,44 1-4,6 1-52,3,6 1-3,4,6

Verkniipfung

Diagramm 12: Prozentuale Anteile der Verkniipfungen und mittlere Kettenl&nge bei der Polymerisation von

a-D-Galactopyranosylfluorid.

Mannosylpolymere

g D
o O

Mittlere Kettenlénge: 5.5 Monomereinheiten

8

=N
o O

o

Anteile der Verkniipfungen [%]
w
o]

ﬂﬂﬂ I o R o

3 16 123 124 126 134 136 146

Verkniipfung

Diagramm 13:  Prozentuale Anteile der v erknuprungen una miwere Kettenlénge bei der Polymerisation von

a-D-Mannopyranosylfluorid.
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D-Fucosylpolymere

30

25 ] Mittlere K ettenlange: 5.2 Monomereinheiten

20

15 ]

10 1

Anteile der Verkniipfungen [%]

152 1-3 1-4 1523 1524 1534 115234

Verkniipfung

Diagramm 14: Prozentuale Anteile der Verknupfungen und mittlere Kettenlénge bel der Polymerisation von

a-D-Fucopyranosylfluorid.

Es zeigt sich, dass mit alen vier verschiedenen Glycosylfluoriden Polymerisationen mdglich
sind. Hierbel ist aufféllig, dass die 1—6 Verkniipfungen mit Anteilen um 50 % sowohl bei
Oligomeren von Glucose, Galactose as auch bel Mannose dominieren. Die sekundéren
Hydroxygruppen unterscheiden sich hingegen nicht sehr in ihrer Reaktivitét. Dies findet man
auch bei der Polymerisation mit a-D-Fucosylfluorid, welches keine primére Hydroxygruppe
besitzt.

Mit a-D-Galactopyranosylfluorid lasst sich der hochste Polymerisationsgrad mit 11.8
Monomeren als mittlere Kettenlange erreichen. Dies entspricht einer Molmasse von ca. 2000
Dalton.

Die Produkte der Polymerisation von a-D-Fucopyranosylfluorid sind im Hinblick auf die
Darstellung einer Verbindungsbibliothek sehr interessant: Alle moéglichen Verknlpfungs-
muster kommen in vergleichbaren Anteilen vor, so dass man davon ausgehen kann, dass alle

denkbaren unterschiedlich verknipften Saccharide in der Bibliothek enthalten sind.

Eine Erkl&rung fur die obigen Befunde muss beriicksichtigen, dass vor der Polymerisation die
Bildung des Lithium-Alkoholats stattfindet. In welchen Anteilen die verschiedenen Positionen
deprotoniert werden, 18sst sich auf Grund fehlender pKsWerte zum gegenwaértigen Zeitpunkt
nicht sagen. Weiterhin ist nicht bekannt, in welcher Weise das sehr polare, Wassertoffbriicken
bildende DMF die verschiedenen Lithium-Alkoholate stabilisieren kann. Es ist auch méglich,

dass sich nach der Deprotonierung durch einen inter- oder intramolekularen Austausch von
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Protonen und Lithiumkationen die prozentualen Anteile der zunéachst gebildeten Alkoholate
verandern. Da die prozentualen Anteile der Verknipfungen immer recht &hnlich sind, kann es
sein, dass sich nach einiger Zeit ein Gleichgewicht einstellt und die prozentualen Anteile der
Alkoholate dann konstant bleiben.

Dagegen sprechen allerdings die Befunde aus Diagramm 11, in dem der zeitliche Verlauf der
Polymerisation von a-D-Glucopyranosylfluorid dargestellt wird. Dort wird deutlich, dass
zunéchst vorwiegend Position 6 reagiert. Danach nimmt der Antell 1—6-verknUpfter
Produkte wieder ab solange die Polymerisation fortschreitet. Dies lasst die Vermutung zu,
dass die Polymerisation schneller ablauft, als die Einstellung eines Gle chgewichtes zwischen
den verschiedenen Alkoholaten. Wére es anders, sollte sich das Verhdtnis der Verknipfungen
im Verlauf der Polymerisation nicht andern. Die prozentualen Anteile der Verknipfungen in
den Produkten sollten daher den prozentualen Anteilen bei der Deprotonierung entsprechen.
Um eine Vorhersage Uber die Anteile der Verknipfungen treffen zu kdnnen, missen also die
pKs-Werte bekannt sein.

Der Mechanismus der Knlpfung der glycosidischen Bindungen ist bis jetzt noch unklar. Im

Folgenden sollen zwel denkbare Reaktionsmechanismen diskutiert werden.

a) Eine Mdglichkeit ist ein Reaktionsmechanismus analog der Williamson-Ether-
Synthese (Abbildung 44).

OH
(0]
HO )]
HO FO —R
6 HOF ~Li®

Abbildung 44: Mechanismus der Williamson-Ether-Synthese

b) Denkbar ist auch die zwischenzeitliche Bildung eines Epoxids, welches danach
nukleophil von einem Alkoholation angegriffen wird (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Glycosylierung durch nukleophilen Angriff auf ein Epoxid.

Gegen den Mechanismus b) sprechen die Resultate der Methylierungsanaysen, wonach die
Hydroxygruppen an Position 6 am reaktivsten sind. Nach b) entsteht aus dem Epoxizucker ein
Alkoholat an Position 2. Daher sollten diese Verknlpfungen dominieren, falls die Reaktion
nach Mechanismus b) verlauft. Ein Mechanismus analog der Williamson-Ether-Synthese
erscheint daher wahrscheinlicher.

Um zu testen, ob eine hoherer Antell deprotonierter Hydroxygruppen zu einer Verbesserung
der Polymerisation fuhrt, werden auch Polymerisationen von a-D-Glucopyranosylfluorid, o-
D-Mannopyranosylfluorid, a-D-Galactopyranosylfluorid und a-D-Fucopyranosylfluorid bei 40
°C und zwei Stunden Reaktionszeit mit zwei Aquivalenten Lithiumhydrid durchgefiihrt. Es
stellt sich jedoch heraus, dass die mittleren Kettenlangen meist deutlich kirzer ausfallen als
bei der Verwendung von einem Agquivalent Lithiumhydrid. Die Ergebnisse der

Methylierungsanalysen sind in den Diagrammen 15 und 16 dargestellt.
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Galactosylpolymere
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Mittlere Kettenlénge: 1.6 Monomereinheiten

o

Diagramm 15:

50

Anteile der verkniipfungen [ %]

Diagramm 16:

45
40
35
30 1
25
20
15 1
10 1

; / ; ; / ; —E / ;
12 14 12,3 12,6 13,6 12,34 12,46 1-2,34,6
1-3 1-2.,4 13,4 14,6 152,36 153,46
Verkniipfung

Prozentuale Anteile der Verknipfungen und mittlere Kettenlange bei der Polymerisation von

a-D-Galactopyranosylfluorid.

D-Fucosylpolymere

Mittlere Kettenldnge: 10.9 Monomereinheiten

1-52; 13

1523 + 12,4 14 15234

Verkniipfung

Prozentuale Anteile der Verknipfungen und mittlere Kettenlange bei der Polymerisation von

a.-D-Fucopyranosylfluorid.

Beai o-D-Mannopyranosylfluorid und o-D-Glucopyranosylfluorid kann kein Umsatz

nachgewiesen werden, bei a-D-Galactpyranosylfluorid ist er minimal (Diagramm 15). In drei

Falen fuhrt die Verwendung eines Uberschusses an Lithiumhydrid also zu einer deutlich

schlechteren Umsetzung, nur bel a-D-Fucopyranosylfluorid hat sich der Umsatz erhoht. Als

Ursache hierfir kommt in Betracht, dass doppelt deprotoniertes a-D-Fucopyranosylfluorid

vermutlich besser 16dlich ist, als die anderen verwendeten Derivate, da Fucose eine Methyl-
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anstelle einer Hydroxymethylgruppe aufweist. Erwahnenswert ist auch der hohe Antell

(12 %) an dreifach verknupfter a-D-Fucose (Diagramm 16).

Ausgehend von den oben beschriebenen Befunden soll nun gepriift werden, ob es méglich ist,
die einmal gebildeten Zuckeroligomere noch zu verlangern. Dazu wird das zunéchst aus o-D-
Galactopyranosylfluorid hergestellte Oligomergemisch nochmals mit Lithiumhydrid und
anschlief3end mit frischem a-D-Gal actopyranosylfluorid versetzt (Abbildung 46).

< mo 8 cl)éq 2 55 mbar < m Qo
n w—/\;&‘
F

2. -D-Galactosylfluorid

F 3.40 °C, 2h
n= 124

Abbildung 46: Mehrfachpolymerisation von o- D-Galactopyranosylfluorid.

Dieser Vorgang wird danach noch zweima wiederholt. Nach jeder Polymerisation werden
MALDI-TOFSpektren gemessen. Hierbei zeigt sich jedoch, dass der Anteil an kirzerkettigen
Oligomeren nach jeder Umsetzung zunimmt, womit sich die Idee, die einma hergestellten
Zuckerketten zu verlangern als nicht praktikabel erweist. Ein dhnliches Resultat ergibt die
zweimalige Polymerisation von a-D-Glucopyranosylfluorid (Abbildung 42).

Als Ursache kommt sowohl eine Ubertragung der Lithiumionen von den Zuckerketten auf
frisch zugegebenes o-D-Galactopyranosylfluorid als auch die Zersetzung der langkettigen
Anteile mit fortschreitender Reaktionsdauer (siehe auch Diagramm 11) in Betracht.

Da eine Kettenverlangerung nicht gelingt, wird nun ein anderer Ansatz gewahlt, indem ein
Methylglycosid zunachst mit Lithiumhydrid und danach mit einem Glycosylfluorid umgesetzt
werden soll (Abbildung 47). Dabei wird als Glycosyldonor a-D-Galactopyranosylfluorid und
als Glycosylakzeptor Methyl-a-D-glucopyranosid gewdahlt. So wird gewahrleistet, dass sich
der glycosylierte Akzeptor von eventuell selbstglycosyliertem Produkt unterscheidet. Im
MALDI-TOFSpektrum findet man hauptséchlich Di-, Tri- und Tetramere, aber auch geringe

Mengen von héheren Oligomeren.
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Abbildung 47: Galactosylierung von Methyl-a-D-glucopyranosid.

Nach der Umsetzung wird das Produktgemisch an einer Biogel-P4-Saule aufgereinigt. Dabei
kénnen drei Fraktionen erhaten werden, zum enen die Disaccharide mit Spuren von
Trisacchariden, dann die Ubrigen Trisaccharide mit Spuren von Tetrasacchariden und die

hoheren Oligosaccharide. Eine Methylierungsanalyse der drei Fraktionen ergibt folgendes
Bild (Diagramm 17):

40 7
35 1
_ Galactosylglucosen
30 -
§ 25 1 i .
- = C Gal-Glc Di- und Trimere (Spuren)
§ E Gal-Glc Tri- und Tetramere (Spuren)
0 20
4 m Gal-Glc Tetramere und hthere oligomere
<
35 b
10 A
5
0 ‘ ‘ ‘ R ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ B ‘
1-2 | 14 12,3 12,6 13,6 15234 1524,6 152,34,6

13 16 12,4 13,4 14,6 1-23.,6 1-34.,6

Diagramm 17: Methylierungsanalyse der Galactosylierung von Methyl-a-D -glucopyranosid.
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Bel den Trimeren findet man einen kleinen Anteil verzweigter Saccharide, der bel den
Tetrameren und hoheren Oligosacchariden noch grofBer wird. Der Antell an
eigenglycosylierten Produkten bel den hoheren Oligosacchariden l&sst sich mit ener
Lithiummigration vom Glycosylakzeptor zum Glycosyldonor erkléren.

Die Antelle der verschiedenen Verknipfungstypen sind uneinheitlich. Bei den Dimeren
kommen dle vier méglichen VerknUpfungsmuster noch zu recht &hnlichen Anteilen
(zwischen 16 und 32 %) vor. Bei den Trimeren sind die Anteille auch noch in @nlichen
Grolenordnungen (15 bis 33 %), aber bei den héheren Sacchariden unterscheiden sich die
Antelle stark.

Interessant ist vor allem der Anteil 1—2 verkniipfter Saccharidbausteine. Wéhrend er bei den
Dimeren den groften Anteil darstellt, hat er sich bei den Trimeren halbiert. Setzt man voraus,
dass die erste Glycosylierung des Glycosylakzeptors zu einer gleichen Produktverteilung
gefuihrt hat wie bei den Dimeren, bedeutet dies, dass bei der zweiten Glycosylierung keine
weiteren 1—2-Verknupfungen mehr gebildet werden. Das weitere starke Absinken des
Antells der 1—2-Verknipfungen bei den hheren Oligosacchariden auf 4 % deutet darauf hin,
dass auch im weiteren Verlauf der Reaktion keine neuen derartigen Verknipfungen gebildet
werden. Bedenkt man, dass der Anteil an eigenglycosylierten Produkten bei den hoheren
Sacchariden zunimmt, kann dies so interpretiert werden, dass zundchst das Methyl-o-D-
glucopyranosid glycosyliert wird, wobei alle vier moglichen Verkniipfungen zu etwa gleichen
Antellen gebildet werden (15-30 %). Die weiteren Glycosylierungen finden dann an einem
neu dazugekommenen Baustein, einer Gaactoseeinheit, statt, wobel keine 1—2-
Verknipfungen entstehen. In diesem Zusammenhang soll der Befund der in Kapitel 3.3.1.
diskutierten Glycosylierung des gleichen Glycosylakzeptors mit Acetochlorgal actose erwahnt
werden, bei der gar keine 1—2-V erknipfungen nachgewiesen werden konnten.

Mit der Abnahme der 1—2-Verknupfungen steigt der Anteil der 1—6-Verknipfungen von
den Dimeren zu den hoheren Oligomeren an. Er verdoppelt sich von 16 % (Dimere) auf 35 %
(Tetramere und hohere Oligomere). Dies geht einher mit den Befunden bel den
Glycosylierungen der verschiedenen Glycosylfluoride, bei denen die 1—6-Verknipfungen

Uberwiegen (Diagramme 11, 12 und 13).
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3.6. Hochverzweigte Saccharidstrukturen

Mehrfach verzweigte Saccharide sind relativ selten, kommen aber auf Zelloberflachen,

darunter Krebszellen vor.® ™

Des weiteren sind derartige Molekile as Ausgangsstoff fur
verzweigte Polymerstrukturen interessant. Von Interesse war die Frage, ob mit der basischen
Glycosylierungsmethode auch solche Strukturen zuganglich sind. Dazu wird ein
hochverzweigtes Molekil als Grundbaustein hergestellt (Abbildung 48). Die Verbindungen
41 und 43 werden dann, wie in Kapitel 3.6. beschrieben, mit Lithiumhydrid und a-D-

Galactosylfluorid umgesetzt.
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Abbildung 48: Synthese von hochverzweigten Ausgangsbausteinen zur Dendrimersynthese.
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Allyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-glucopyranosid (37), welches nach einer Vorschrift von L.
Kroger hergestellt wird, wird in Pyridin gelst und mit TBDPSCI sowie Imidazol zu Allyl-2-
acetamido-2-deoxy-6-O-tert-butyl diphenylsilyl -o-D-glucopyranosid ~ (38)  umgesetzt.”**
Anschliel3end erfolgt eine doppelte Galactosylierung der beiden Hydroxygruppen des
Glycosylakzeptors mit  0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl -a-D-gal actopyranosyl)-trichl oracetimi dat
(2) zu 39. Die darauffolgende Abspaltung des Silylethers gelingt nur unter speziellen
Bedingungen. Gangige Methoden sind hier nicht anwendbar, weil die TBDPS-Schutzgruppe
entweder nicht abgespalten wird oder sich die Substanz zersetzt. Die Uberpriften Methoden
und die aufgetretenen Probleme sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Abspaltungsreagenz Problem Literatur
Test1 TBAF Zunéchst geringer Umsatz, spéter [81]
Zersetzung
Test 2 1 % Ethanolische Zersetzung [82]
Salzsaure
Test 3 FeCl; Ken Umsatz [83]
Tabelle 5: Abspaltungsversuche der Silylschutzgruppe.

Die Schlussfolgerung aus diesen Misserfolgen lautet, dass die Abspaltung des Silylethers nur
mit einem Reagenz gelingen kann, das zum einen weder zu sauer noch zu basisch ist, und
zum anderen klein genug ist, um die sterischen Hinderungen durch die beiden Galactosen zu
Uberwinden.

Dieses Reagenz wird in Pyridiniumpolyhydrogenfluorid gefunden. Das Fluorid, welches das
Silicium as Nukleophil angreift, hat hier kein sterisch anspruchsvolles Gegenion wie das
guartdre Amin bei TBAF. Das Pyridin wirkt as Puffer, und der Fluorwasserstoff liegt in einer
gitterartigen Struktur vor, in der die Protonen nicht besonders acid sind. 8

Nach gelungener Entschitzung zu 40 wird ein Tell des Trisaccharids zu 41 deacetyliert und
mit a-D-Galactosylfluorid und Lithiumhydrid umgesetzt (Abbildung 51).

Der Rest von 40 wird an der verbleibenden Hydroxygruppe erneut galactosyliert. Dies wird
zunachst wieder mit dem O-(2,3,4,6-Tetra O-acetyl-a-D-gal actopyranosyl)-tri chl oraceti midat
(2) und géangigen Katalysatoren in verschiedenen Konzentrationen versucht (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Versuchte Glycosylierung von 40 mit 0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a.-D- galactopyranosyl)-
trichloracetimidat.

Nach diesen Reaktionen werden jedoch im MALDI-TORMassenspektrum eine Mischung aus
acetyliertem Glycosylakzeptor, Mono- und dideacetyliertem Glycosylakzeptor, einem
peracetyliertem Tetrasaccharid und hoheren Oligosacchariden, teilweise mit fehlenden
Acetylgruppen, detektiert. Dies lasst sich nur mit intermolekularen Acetylmigrationen
erklaren, wobel die Acetylgruppen sowohl vom Glycosyldonor wie auch von —akzeptor
stammen konnen.

Es liegt Nahe, dass der Lewis-saure Katalysator neben der Glycosylierung auch die
Esterwanderung katalysiert. Daher wird nun e ne Glycosylierungsmethode verwendet, bel der
keine Lewis-Saure benttigt wird (Abbildung 50).

AcO OAc
AcO,
(0]
AcO OAc OAc AcO
A o 4 AcO
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AcO,
AcO d AcO OO 0
OAc OAc
ACHN § — =~ I\°'8$'f - AcO 5 ACHN § — =
AcO OAC 9 AcO OAc
17 %
AcO AcO
40 42

Abbildung 50: Glycosylierung von 40 mit Acetochlorgalactose.
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Die Glycosylierung gelingt nach der Koenigs-Knorr-Methode mit Acetochlorgal actose unter
Zusatz von Tetramethylharnstoff, welcher die aus Silbertriflat  entstehende
Trifluormethansulfonsdure neutralisiert.

Erfreulicherweise entsteht hier kein Orthoester, dessen Bildung in basischem Milieu mdglich
wére, jedoch ist die Ausbeute an 42 ist mit 17 % gering. Allerdings lasst sich der
Glycosylakzeptor 40 zu 55 % nach sdulenchromatographischer Reinigung zurtickgewinnen.
Eine Verbesserung der Ausbeute ist winschenswert, erscheint jedoch schwierig, da die
Reaktion sehr langsam ablauft und daher die Hydrolyse des Glycosyldonors als
Nebenreaktion auftritt.

Nach Zemplén-Deacetylierung zu 43 erfolgt eine Umsetzung mit Lithiumhydrid und o-D-
Galactosylfluorid (Abbildung 51).

Ho 1 oH
0
0
HO&S/OO&S‘ LiH, DMF
HO OH AcHN Polymere

O/\/
HO OH
HO 41 36
HO__oH
HO
0
OH HO
HO
OH
HO 2o < . HO LiH, DMF
oH o) 0) —_—> Polymere
HO o ACHNO/\/ HO o
HO OH F
HO 43 36

Abbildung 51: Synthese von Gal actosylpolymeren mit verzweigtem Startmol ekil.

Das verzweigte Startmolekdl wird in N, N- Dimethylformamid gel6st, mit Lithiumhydrid
versetzt und dann mit o-D-Galactosylfluorid zwei Stunden bel 40 °C umgesetzt. Da sich hier
nach wenigen Minuten ein Niederschlag bildet, werden die Reaktionskolben in en
Ultraschallbad gestellt, woraufhin sich der Niederschlag bald wieder 16st.
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Nach Aufarbeitung werden die Produkte permethyliert und mittels MALDI-TOF-
M assenspektrometrie charakterisiert. Darin erkennt man jedoch nur Spuren des glycosylierten
Tetrasaccharidakzeptors. Eine Glycosylierung des Trisaccharidakzeptors kann nicht
nachgewiesen werden. Als Ursache kommen die aufgetretenen Loslichkeitsprobleme in
Betracht.

Auch wenn die beiden Experimente nicht gelungen sind, so geben sie doch Informationen
Uber die Grenze der Polymerisationsmethode, die durch die Loslichkeit der Edukte gesetzt
wird. Sie stehen auch im Einklang mit den Befunden aus Kapitel 3.6., in denen gezeigt wird,
dass sich die dort synthetisierten Polymere nicht mehr verlangern lassen.

Ausblickend kann daher gesagt werden, dass der Schliissel zu einer effektiveren Umsetzung
in der Verbesserung der Lodlichkeit der Edukte liegt, zum Beispiel durch Verknipfung eines

Reaktanden mit einem unpolaren, inerten Polymer.
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Herstellung von Saccharidbibliotheken und die
Bestimmung ihrer Zusammensetzung hinsichtlich der Einzelkomponenten beschrieben.
Ausgangspunkt zu Beginn dieser Arbeit war die Erkenntnis, dass bekannte
Glycosylierungsmethoden zur Glycosylierung von vollig ungeschitzten Sacchariden
ungeeignet sind. Vermutliche Ursache ist ihr polarer Charakter, der sie in normalerweise bei
Glycosylierungen verwendeten Losungsmitteln unldslich macht.

Im ersten Tell wird die fur die Glycosylierung ungeschiitzter Saccharide verwendete
Glycosylierungsmethode vorgestellt (Abbildung 52). Dabel wird der Glycosylakzeptor

zunéchst deprotoniert und dann mit einem Glycosylha ogenid umgesetzt.

OH
HO O 1. Deprotonierung
2.Umsetzung mit Glycosyldonor .
HO HO > Saccharidbibliothek

OR

Abbildung 52: Basische Glycosylierung.

Als Glycosyldonoren werden Acetochlorglucose, Acetochlorgalactose sowie verschiedene
OH-freie Glycosylfluoride verwendet.

Diese Methode der Glycosylierung zur Verknlipfung von Zuckern ist neu. Sieist die erste und
bislang einzige, mit der sich ungeschitzte Saccharide glycosylieren lassen.

Im weiteren Verlauf wird die gefundene Glycosylierungsmethode auf die Breite ihrer
Anwendbarkeit hin untersucht, und es werden ihre Grenzen aufgezeigt. Diese liegen in einem
begrenzten Umsatz sowie dem Auftreten von Acylmigrationen vom Glycosyldonor zum
Glycosylakzeptor. Die dadurch am Glycosyldonor freiwerdenden Hydroxylgruppen kénnen
danach ebenfalls glycosyliert werden.

Es werden Di- und Trisaccharidbibliotheken von Methyl-o-D-glycopyranosiden, o, a-
Trehalose (symmetrisch) und Saccharose (unsymmetrisch) hergestellt und NMR-
spektroskopisch sowie mittels Methylierungsanalysen auf ihre Zusammensetzung hin
untersucht.

Dabel wird fast immer eine recht enheitliche Produktverteilung erzielt, eine wichtige

Voraussetzung fur Screening-Prozesse in Assays.
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Im weiteren Verlauf der Arbeit wird in Anlehnung an die basische Glycosylierungsmethode
(Abbildung 53) eine Methode zur Polymerisierung von ungeschitzten Glycosylfluoriden
vorgestellt.

. . m
HO O, 1 Aq LiH, DMF XO O, 40°C,N, o)
HO —  » XO —_— = _,ﬁ
HO - 0°C, 2h, 25 mbar XO 2h, DMF

F F
3*X=H
1*X=Li

Abbildung 53: Polymerisation eines o.-D-Glycopyranosylfluorids.

Es werden Polymerisationen mit a-D-Mannopyranosylfluorid, o-D-Glucopyranosylfluorid,
a-D-Fucopyranosylfluorid und o-D-Galactopyranosylfluorid durchgefihrt. Die erhaltenen
Produkte werden mit Methylierungsanalysen, MALDI-TOFSpektrometrie und GPC-
Messungen auf ihre Molmasse sowie ihre innere Struktur hin untersucht. Die erzielten
Molmassen liegen in einem Bereich von durchschnittlich 1000 - 2000 Dalton, es kdnnen aber
auch hoéhere Polymere mit bis zu 24 Monomere nheiten nachgewiesen werden.

Die Methylierungsanalysen der Polymere deuten auf eine recht grof3e Anzahl unterschiedlich
verkniupfter oligomerer und polymerer Saccharidstrukturen hin, da fast ale der méglichen
unterschiedlich verknipften Momomerbausteine als Kettensegmente in den Zuckerpolymeren

gefunden werden.

Einige Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind bereits in Fachzeitschriften und auf

Fachkonferenzen vorgestel It worden, %297
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S. Summary

This work presents the preparation of saccharide libraries and the anaysis of their product
compositions.

At the beginning of this work it was known, that common glycosylation methods are
inapplicable to completely unprotected carbohydrates. Reason for this seems to be their
polarity, which makes them insoluable in common organic solvents usualy used for
glycosylation reactions.

The first part of this work describes the glycosylation method, which is used for the
glycosylation of completely unprotected carbohydrates (Scheme 54). The glycosyl acceptor is
first deprotonated and than reacted with a glycosyl halide.

OH
HO o) 1. Deprotonation
2. Reaction with Glycosyldonor . .
HO o Yooy »  Saccharide library

o)
I

R

Scheme 54: Basic Glycosylation.

Acetochloroglucose, Acetochlorogalactose and different unprotected glycosyl fluorides are
used as glycosyl donors.

This method to connect saccharides is new and the first one which works for entirely
unprotected carbohydrates.

Furthermore this glycosylation method is examined concerning its applicability and the
frontiers thereof. They lie in a limited yield and the occurrence of acyl migration during the
reaction which leads to self-glycosylated products.

The preparation of libraries of di- and trisaccharides ( from methyl o-D-glycopyranosides a,
a- trehalose (symmetric) und sucrose (unsymmetric) and the assignation of their composition
is described. The assignation is done by NMR spectroscopy and by methylation analysis.

A uniform product composition isfound in amost all cases.

Later in this work a method to polymerize unprotected glycosyl fluorides is presented
(Scheme 55).
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Scheme 55: Polymerisation of an a- D-glycopyranosylfluoride.

Polymerizations are carried out with o-D-mannopyranosyl fluoride, a-D-glucopyranosyl
fluoride, a-D-fucopyranosyl fluoride and a-D-gal actopyranosyl fluoride.

The obtained products are examined by methylation analysis, MALDI-TOF-spectrometry and
GPC-measurements concerning their structure, branching and mass. The average mass range
are in the order of 1000 - 2000 Dalton, but polymers consisting of up to 24 monomer units
can be detected.

The results of the methylation analysis hint to a large number of different oligomers and
polymers. Nearly al of the possible differently linked monomer units can be identified as
constituents of the polymer chains.

Some results of the presented work have been published in scientific journas and at

international conferences. "
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6. Experimenteller Teil

Allgemeine Methoden

Zur dunnschichtchromatographischen Verfolgung der Reaktionen dient Kieselgelfolie 60 Fyg,y
(Merck). Die Detektion erfolgt durch UV-Absorption oder durch Besprihen mit
10 prozentiger ethanolischer Schwefel saure und anschlief3ender Warmebehandlung.
Saulenchromatographische Trennungen werden an Kieselgel von Merck (0.063-0.200 mm,
230-400 mesh) oder an Biogel® P2 durchgefihrt.

Die Aufnahme der NM R-Spektren erfolgt an einem AMX-400 (100 MHz fiir **C) oder DRX-
500 (125 MHz fir **C) der Firma Bruker im Automationsbetrieb. Wenn es notwendig ist,
werden *H *H — COSY -, *H 3C — COSY- , HMBC- und TOCSY- Experimente durchgefiihrt.
Alsinterner Standard wird Tetramethylsilan verwendet, oder es wird auf das charakteristische
Losungsmittelsignal von CHCl3 in CDCls (7.25 ppm) oder d3-MeOD in ds-MeOD (3.35 ppm)
kalibriert.

Schmelzpunkte wurden mit einem Apotec Schmelzpunktbestimmer gemessen und sind
unkorrigiert.

Die Messung von Drehwerten erfolgt mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter 241(K tGvettenléange
1dm).

MALDI-TOFMS wird mit einem Bruker Biflex Il vermessen, as Matrix wird 2,5
Dihydroxybenzoesaure verwendet.

Anomerenverhatnisse werden aus den Integral verhaltnissen im *H-NM R-Spektrum bestimmit.
Umsetzungen mit Mikrowellenbestrahlung werden in einer Labormikrowelle der Firma CEM,
Typ ,,Discover® mit einer Maximalleistung von 300 Watt durchgefihrt.

GC-MS-Messungen werden an einem HP 6890 Gerdt mit einer HP-5 Saule (30 cm Lange,
Durchmesser 0.32 mm, Filmdicke 25 um) und Wasserstoff als Trégergas durchgefihrt. Fir
die Methylierungsanalyse wird folgendes Temperaturprogramm gewahlt:

40°C / 2 min, danach Erhitzen 30°/min auf 60°C, dann Erhitzen 5°/min bis 300°C. Es wird
ein Standart FID Detector verwendet. Massenspektren werden mit einem an das HP 6890
gekoppelten 5890-A Hewlett Packard MS von Hewlett Packard, Kalifornien, gemessen .
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Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 1: Glycosylierung von ungeschiitzten, nicht reduzierenden Disacchariden

Durchfihrung:

Unter Stickstoffatmosphéare werden 2.00 g (5.84 mmol) Disaccharid in 50 mL N, N-
Dimethylformamid (abs.) gelost und eine Stunde Uber frisch aktiviertem Molekularsieb 3A
gerthrt. Dann werden 0.85 bis 6 Aquivalente einer 60 prozentigen Suspension von
Natriumhydrid in Paraffin (4.96 - 30.60 mmol) hinzugegeben. Diese Losung wird ca. eine
Stunde bei 22 mbar und Raumtemperatur gertihrt, bis keine Gasentwicklung mehr auftritt.
Anschlief3end wird die Lésung auf 0 °C abgekihlt und mit einer Loésung aus 2.10 g (5.74
mmol) Acetochlorgalactose/ -glucose in 5 mL trockenem N, N- Dimethylformamid versetzt.
Nach 30 Minuten Ruhren bel 0 °C wird die Losung ohne weitere Aufarbeitung zlgig
eingeengt (40 °C Wasserbadtemperatur, 4 mbar), wobei die Lésung eine braune Farbe
annimmt.

Der erhaltene Sirup wird in 25 mL Pyridin aufgenommen, die Lésung auf 0 °C abgekihlt und
mit 15 mL Essigsaureanhydrid versetzt. Diese Losung ruhrt Uber Nacht bei Raumtemperatur
und wird dann eingeengt. Restliches Pyridin wird durch Kodestillation mit Toluol entfernt.
Der Ruckstand wird saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Toluol / Aceton 4 / 1),
um die entstandenen Trisaccharide von verbliebenen peracetylierten Edukten zu trennen.

Zur Antrennung der Produkte werden die Produktgemische an Kieselgel mit Toluol / Aceton
8/1 — 3/1inca 100 Fraktionen chromatographiert.

Die Glycosylierungen von Methyl-a-D-monosacchariden werden mit  denselben
Molaquivalenten der Reagenzien ausgefuhrt. Als Eluent bei der sdulenchromatographischen

Reinigung dient Toluol / Aceton 6/ 1.

AAYV 2: Polymerisation mit Glycosylfluoriden

1.00 g (5.5 mmol) Glycosylfluorid wird bei 0 °C unter Stickstoff oder Argon in 20 mL
trockenem N, N- Dimethylformamid gelost und mit 1.00 Aquivalenten Litiumhydrid versetzt.
AnschliefRend wird die Losung etwa eine Stunde bei 22 mbar und 0 °C gerthrt, bis keine
Blasenentwicklung mehr zu erkennen ist. Daraufhin wird der Reaktionskolben mit Stickstoff

belliftet, und die Losung wird zwei Stunden bel 40 °C gerthrt. Im Falle der Glycosylierung
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der in Kapitel 3.7. beschriebenen verzweigten Glycosylakzeptoren findet die Polymerisation
in einem Ultraschallbad statt, um den entstehenden Niederschlag wieder zu |Gsen.

Nach der Reaktion wird die Lésung mit einem Mischbettionentauscher (lonentauscher V,
Merck) neutralisiert, filtriert und im Vakuum bel 40 °C eingeengt. Das Rohprodukt wird in
deionisiertem Wasser gel6st und lyophyllisiert. Zur MALDI-TOF-Messung wird ein Teil des
Produktes permethyliert (Siehe AAV 4).

AAYV 3: Peracetylierung mit Pyridin und Essigsdureanhydrid

Das Edukt wird in der ca. 20-fachen Menge Pyridin gelst und bei 0 °C mit funf Aquivalenten
Essigsdureanhydrid pro zu veresternder Hydroxylgruppe versetzt und gerthrt, wobei die
Kuhlung nach der Zugabe des Essigsaureanhydrids entfernt wird. Nach Beendigung der
Reaktion wird die Losung eingeengt und das Rohprodukt so oft mit Toluol kodestilliert, bis
kein Pyridingeruch mehr wahrzunehmen ist. Wenn nétig, folgt danach ene

saulenchromatographi sche Reinigung oder eine Umkristallisation ans Ethanol.

AAYV 4: Methylierungsanalyse

20 mg des peracetylierten Saccharidgemisches werden in 10 mL Methanol (abs.) geldst und
mit einer Spatelspitze Natriummethanolat versetzt. Die Losung wird Uber Nacht gerthrt,
anschliefend mit DOWEX-50 (H'-Form) neutralisiert, filtriert und im Vakuum eingeengt.

Der Ruckstand wird in 20 mL Dimethylsulfoxid gel6st und mit 1 mL Methyliodid versetzt.
Zu dieser Losung wird 4 mL 50 prozentige Natronlauge gegeben. Nach 30 Minuten Ruhren
bei Raumtemperatur wird die Losung mit 20 mL Wasser verdinnt und dreimal mit jeweils 30
mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden einmal mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, unter vermindertem Druck etwas eingeengt und
im Stickstoffstrom getrocknet.

10 mg des Rickstands werden mit 5 mL 25 N Trifluoressigsaure in enem
Mikrowellenreaktor fir eine Stunde auf 120 °C erhitzt. Anschlief3end wird die Losung im
Stickstoffstrom getrocknet und wird zweimal, ebenfalls im Stickstoffstrom, mit Acetonitril
(abs.) kodestilliert.

78



Der Ruckstand wird in ener Losung von 40 mg Natriumbordeuterid, 0.27 mL
Ammoniaklosung (25 %) und 1.73 mL Wasser (dest.) gelost (0.5 M NaBD4 in 2 M NHs-
Lsg.). Diese Lésung wird 1 Stunde bel 60 °C gertihrt, anschlief3end werden 2 mL Aceton
zugegeben und 20 Minuten gertihrt. Dann werden 5 mL Acetonitril hinzugegeben und die
Losung im Stickstoffstrom getrocknet. Der Trockenvorgang wird einmal wiederholt.

Der Ruckstand wird in 2 mL Eisessig gelost, mit 1 mL Ethylacetat und 3 mL
Essigsdureanhydrid versetzt, umgeschwenkt und mit 0.1 mL Perchlorséure versetzt. Diese
Losung wird 5 Minuten gertihrt, dann auf O °C abgekuhlt, mit 10 mL H,O und 0.2 mL 1-
Methylimidazol versetzt und weitere 5 Minuten gerthrt.

Anschlief3end wird 1 mL Dichlormethan hinzugegeben, der Kolben verschlossen und die
Losung wird kréftig geschuttelt. Nach Phasentrennung wird die Dichlormethanschicht
abpipettiert und bis zur GC-MS-Messung bei -26 °C aufbewahrt.

AAYV 5: Darstellung von Glycosylfluoriden

Die Reaktion wird einem verschlossenen Kunststoffbehal tniss durchgefiihrt.

10 mmol des peracetylierten Edukts werden in 10 mL einer 70 prozentigen LOsung von
Fluorwasserstoff in Pyridin gelost und 4 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion
wird dinnschichtchromatographisch verfolgt (Laufmittel: Ethylacetat / Petrolether 1 / 1).
Nach Beendigung der Reaktion wird die Losung mit 30 mL Dichlormethan und 30 mL
Wasser verdinnt und dann unter Ruhren mit soviel Natriumcarbonat versetzt, bis keine
Gasentwicklung mehr zu erkennen ist und der pH-Wert Uber 7 liegt. Danach werden die
Phasen getrennt. Die waéssrige Phase wird dreimal mit Dichlormethan extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und bei vermindertem
Druck eingeengt. Das Rohprodukt wird wenn notwendig an Kieselgel chromatographiert
(Laufmittel: Ethylacetat / Petrolether 1/ 2).

Das fertige, peracetylierte Produkt wird in einer Losung von Natriummethanolat in Methanol
(pH 8.5) bei 0 °C fur zwe Stunden gerthrt (DC-Kontrolle, (Laufmittel: Ethylacetat /
Petrolether 3/ 1). Danach wird die Lésung mit einem lonentauscher (DOWEX-50, H*-Form)
neutralisiert, filtriert und im Vakuum eingeengt. Eine weitere Reinigung erfolgt nicht.
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Versuchte Galactosylierung von Saccharose - Stannylidenintermediaten

2.00 g Saccharose (5.8 mmol) werden in 25 mL Methanol suspendiert und mit 6.00 g
Dibutylzinnoxid (24.4 mmol) sowie zwei Esdéffeln Molsieb 3A zwe Stunden unter
Ruckflusskiihlung zum Sieden erhitzt. Danach wird die klare Ldsung unter Stickstoff filtriert
und am Rotationsverdampfer eingeengt, wobei der Rotationsverdampfer danach mit Stickstoff
bel iftet wird. Die Substanz wird Gber Nacht im Hochvakuum getrocknet und dreimal mit 20
mL absolutem Dichlormethan kodestilliert. Nach erneutem Lésen in 20 mL Dichlormethan
werden 10 mL der L6sung abgenommen und der Rest mit 1.00 g O-(2,3,4,6- Tetra-O-acetyl-o.-
D-galactopyranosyl)-trichloracetimidat (2.0 mmol) zunécht 90 Minuten bei Raumtemperatur
Uber Molekularsieb 3A geriihrt. Dann werden 2 mL einer 0.221 M Lésung von TMSOTT in
Dichlormethan hinzugegeben und 24 Stunden bei RT geriihrt. Danach wird 34 Stunden zum
Sieden erhitzt und dann noch einma 2 mL der 0.221 M Losung von TMSOTTf in
Dichlormethan zugesetzt. Die Lésung siedet weiter und wird nach insgesamt 60 Stunden auf
Raumtemperatur abgekuhlt, mit 10 mL Pyridin versetzt und dann mit 5 mL H,O abgebrochen.
Nach dem Einengen der Losung wird die Rohsubstanz nach AAV 3 peracetyliert.
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Synthesen und Charakterisierungen

2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-D-galactopyranosylchlorid (Acetochlorgalactose) [4]

- C14H19ClOg AcO __0Ac
) 350.29 g/mol g%
AcO
- Ausbeute: 8.80 g (94 %) AcO
Cl

- [0]®=+83° (c 1, CHCl3); Lit.®: [a]®= + 115.5° (¢ 1, CHCl5)
- Smp. : 82.2 °C, Lit. ®: 86-87 °C
- Farblose Kristalle

10.0 g (27.3 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-3-D-galactopyranose werden in 40 mL
absolutem Dichlormethan gelost und mit 3 mL Titantetrachlorid versetzt. Der dabei
entstehende gelbe Niederschlag wird durch Schitteln wieder gelést und die Losung wird 10
Minuten bei 70 °C in einer Mikrowelle erhitzt. Nach Abkihlen der Loésung auf
Raumtemperatur wird sie in 100 mL Eiswasser gegeben und ca. eine Minute gerthrt.
Anschlief3end wird die organische Phase von der wéssrigen getrennt. Die wéssrige Phase wird
dreimal mit Dichlormethan extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden so oft
mit jeweils 100 mL Eiswasser gewaschen, bis keine Tribung der organischen Phase durch
Titandioxid mehr in zu erkennen ist. Anschlief?end wird die organische Phase Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und bel vermindertem Druck eingeengt. Der o6lige
Rickstand wird in Diethylether geldst und mit soviel Petrolether versetzt, dass sich ein
farbloser Niederschlag bildet. Nun wird gerade genug Diethylether zugegeben, um den
Niederschlag wieder zu |6sen. Durch langsames V erdampfen des Diethylethers erhdlt man das
kristalline Produkt.

'H-NMR (400 MHz, CDCls) § = 6.35 (d, 1H, H-1), 5.50 (vt, 1H, H-4), 5.40 (vt, 1H, H-3),
5.24 (dd, 1H, H-2), 4.50 (vt, 1H, H-5), 4.15 (dd, 1H, H-6b), 4.08 (dd, 1H, H-6a), 2.14, 2.10,
2.04, 2.00 (CH3) ppm.
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\]1’2 = 3.8, \]2’3 =10.7, -}314 = 3.3, -J4’5 =1.3, ~]5,6a = 6.9, \]5’6b =6.4, 'J6a,6b =11.4 Hz.

BBC-NMR (100 MHz, CDCls) § = 170.75, 170.55, 170.35, 170.20 (CO), 91.60 (C1), 69.77
(C5), 68.27 (C2), 67.63 (C4), 67.50 (C3), 61.42 (C6), 21.10, 21.05, 21.01, 20.98 (CH3) ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylchlorid (Acetochlorglucose) [5]

- C14H 19C| Og AcO

- 350.29 g/mol Aco&%
AcO
- Ausbeute: 8.89 g, (95 %) AcO

Cl
- Smp. 71-72 °C; [a]®=+ 165 ° (¢ 1, CHCl,)

- Lit.%%: Smp. 72-73 °C; [a] ®=+ 163 ° (c 1, CHCl5).
- Farblose Kristalle

Die Durchfihrung entspricht der Darstellung von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-
gal actopyranosylchlorid.

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 6.29 (d, 1H, H-1), 5.55 (vt, 1H, H-3), 5.13 (vt, 1H, H-4),
5.01 (dd, 1H, H-2), 4.30 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.12 (dd, 1H, H-6b), 2.10, 2.09, 2.04,2.03 (CH2)
ppm.

31,239 3,5=10.0, 14=10.1, J;5= 10.1, k¢ = 6.4, Joaep = 11.5 Hz.

BBCNMR (100 MHz, CDCl3s) § = 170.96, 170.30, 170.30, 169.89, (CO), 90.49 (C1), 71.15
(C5), 71.80 (C2), 69.83 (C3), 67.82 (C4), 61.53 (C6), 21.10, 21.05, 21.01, 20.98 (CH3) ppm.
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-D-glucopyranosylfluorid [6a]

AcO
- C14H1900F o
AcO
- 350.30 g/mol AcO
20 .. 88 25 ACOF
- [a]ss=+80(c 1, CHCI3); Lit. ™ [a]g=+ 91 (c 1.1 CHCl5)

- Smp. %% 100 °C, Lit.: Smp.: 112 °C
- Ausbeute: 70 %
- Farbloser Feststoff.

Die Durchfiihrung entspricht AAV 5.

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.74 (d, 1H, H-1), 5.41 (vt, 1H, H-3), 5.13 (vt, 1H, H-4),
4.96 (dd, 1H, H-2), 4.27 (vt, 1H, H-6a), 4.14 (dd, 1H, H-5, H-6b), 2.03, 2.02, 1.97, 1.92 (CH,)
ppm.

lez =238, \]2'3 =10.0, J3,4 =10.2, J4'5 =10.1, J5,6a = 4.6, ‘]5,6b = 2'4!‘J68,6b =125, Jl,F5 =53.0, \]2‘|:
=25.0Hz.

3CNMR (100 MHz, CDCl3) & = 170.00, 170.00, 169.66, 169.84, (CO), 103.61 (C1), 70.00
(C2), 69.64 (C5), 69.57 (C3), 67.15 (C4), 61.0 (C6), 20.50, 20.55, 20.25, 20.31 (CH3) ppm.

Jo1p =228, oo = 24 Hz.
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a-D-Glucopyranosylfluorid [6]

- CeHuFOs HO
HO O
- 182.15 g/mOl HO
- Smp.: 115 °C, Lit.®: Smp.: 112 - 119 °C HOp

- [a]2, = + 77 (¢ 1 H0); Lit. **: [a]® = +90 (c 1 H20)
546 D

- Ausbeute: quantitativ
- Farbloser Feststoff

Die Durchfiihrung entspricht AAV 5.

'H-NMR (400 MHz, D,0) & = 5.63 (dd, 1H, H-1), 3.87 - 3-54 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5),
3.50 - 3.38 (m, 2H, H-6a, H-6b) ppm.

Ji,=28, J =530, by = 24.1 Hz.

BCNMR (100 MHz, D0) § = 107.71 (C1), 74.52, (C3), 71.38 (C2), 72.67, 68.92 (C-4, C-5),
60.52 (C-6) ppm.

\]Cl,F =222, ‘kZ,F =25Hz.
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl-(1—2)-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosid [8]

AcO
AcO O
AcO
OAcC O
AcO o) 0
OAc
OAc OAc

AcO o) OAc
OAc

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) 3 = 5.46 (vt, 1H, H-3), 5.4 (vt, 1H, H-3'), 5.39 (dd, 1H, H-47),
5.25 (d, 1H, H-1), 5.20 (m, 1H, H-4), 5.19 (m, 1H, H-4), 5.18 (d, 1H, H-1), 495 (m, 3H, H-
27, H-3", H-2), 457 (d, 1H, H-17"), 453 (dd, 1H, H6&), 4.40 (ddd, 1H, H-5), 4.34 (dd, 1H,
HBb'), 4.15 (M, 1H, H-5), 4.13 (M, 2H, H-6d", H-60"), 4.10 (m, 2H, H-6a, H-6b), 387 (m,
2H, H-2', H-5), 2.15 - 1.96 (m, CH3) ppm.

Ji2=76,)34=22, 05 <1, Ir2>=38,13=101 J34 =10.7, I 62 = 1.9, I5en = 5.0,
Joa o =127, h2 =41, »3=91, k4=10.7, J4s5=10.1, Fea<1, Fen<1Hz

B3C-NMR (100 MHz, CDCl3) § = 169.48 — 170.47 (m, CO), 102.34 (C1""), 95.76 (C1'), 94.31
(C1), 75.98 (C2), 72.25 (C3), 71.62 (C3), 67.35 (C4 "), 70.96, 70.86, 70.83, 68.75, 68.56,
68.22, 68.04, 67.83, 62.11, 61.48, 61.32 (C2, C2", C3"~, C4, C4", C5, C5, C5”, C6, C6/,
C6'), 21.14 — 20.95 (m, CHs) ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-#-D-galactopyranosyl-(1—3)-2,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosid [9]

AcO OAc
o) OAc

OAc

85



IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.55 (vt, 1H, H-3), 5.37 (dd, 1H, H-4""), 5.29 (d, 1H, H-1),
5.21 (d, 1H, H-1"), 5.10 (dd, 1H, H-2""), 5.04 (m, 1H, H-2), 5.01 (m, 1H, H-4), 4.99 (m, 1H,
H-37), 4.96, (m, 1H, H-2), 4.93 (vt, 1H, H-4), 4.40 (d, 1H, H-1"), 4.21 (m, 1H, H-5), 4.13
(vt, 1H, H-3"), 4.08 (m, 2H, H-6&", H-60""), 4.01 (m, 2H, H-6a, H-6b"), 4.00 (m, 2H, H-64,
H-6b), 3.95 (vt, 1H, H-5'), 3.87 (vt, 1H, H-5""), 1.98 — 2.11 (m, CH3) ppm.

h2 =793 =104, B4 =24, Js5 <1, J5 e =63, J56v" =66 b2 =41 Jz
95 J34=94,Jr5 =10.1, Fea = 6.3, I5 60 = 6.0, Iaeo = 11.9, J12= 3.8, 3 =9.8, a4
9.8 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CDCl5) & = 169.48 — 170.47 (m, CO), 101.61 (C1"), 91.96 (C1'), 91.81

(C1), 75.92 (C3’), 71.11 (C5™"), 70.50 (C3), 67.18 (C4™"), 62.38 (C6™"), 61.52 (C6), 61.05
(C6), 21.16 — 20.92 (m, CH3) ppm. Weitere Signale bei Verbindung 11.

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosid [10]

AcO
0]
OAC
OAc
o) OAc
OAc

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.50 (vt, 1H, H-3), 5.47 (vt, 1H, H-3"), 5.35 (d, 1H, H-4"),
5.26 (d, 1H, H-1'), 5.22 (d, 1H, H-1), 5.12 (dd, 1H, H-2""), 5.04 (m, 1H, H-2"), 5.03 (m, 1H,
H-4'), 4.96 (dd, 1H, H-3), 4.95 (m, 1H, H-2), 4.50 (d, 1H, H-1"), 4.32 (d, 1H, H-6b), 4.21
(m, 1H, H-6b"), 4.15 (m, 1H, H-6a), 4.13 (M, 1H, H-6a"), 4.10 (m, 1H, H-6b""), 4.03 (M, 1H,
H-64), 4.02 (m, 1H, H-5"), 3.94 (m, 1H, H-5), 3.90 (vt, 1H, H-5"), 3.73 (vt, 1H, H-4), 2.16,
2.10, 2.08, 2.07, 2.06, 2.06, 2.05, 2.05, 2.02, 2.02, 1.96 (CH5) ppm.
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J2r =719,y 3 =101, )34 =32, 5 <1, Koa =72, gy =53, 2 =38 bz =
101, J3"4' = 101, ‘]5',6b' =55 JGa’,Gb’ =11.7, lez = 38, J2’3 = 91, J3’4 = 95, J4y5 = 98, J5,6a <],
Jeaeb = 11.7 Hz.

BCNMR (100 MHz, CDClg) & = 171.02, 170.81, 170.59, 170.51, 170.35, 170.20, 170.06,
169.70, 169.67, 169.30, 169.28 (CO), 101.80 (C1"), 92.14 (2C, C1’, C1), 77.28 (C4), 71.47
(C57), 71.11 (C2), 70.66 (C3 "), 70.40, 70.36 (C3’, C3), 70.24 (C2), 69.69 (C2), 69.39
(C4), 68.95 (C5), 68.49 (C5'), 66.93 (C4™"), 62.23 (C6"), 62.18 (C6), 61.14 (C6"), 21.11 —
20.94 (m, CH3) ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f#-D-galactopyranosyl-(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosid [11]

O
Ac
AcO ACO OAc O'é)CAC
@]

OAc

IH-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.48 (vt, 1H, H-3"), 5.46 (vt, 1H, H-3), 5.41 (dd, 1H, H-4),
5.27 (d, 1H, H-1"), 5.23 (d, 1H, H-1), 5.15 (m, 1H, H-2), 5.12 (dd, 1H, H-2""), 5.04 (m, 1H,
H-3), 5.02 (vt, 1H, H-4), 4.96 (m, 1H, H-4'), 4.94 (m, 1H, H-2), 4.73 (d, 1H, H-1""), 4.18 (m,
1H, H-5), 4.11 (m, 1H, H-5), 4.06 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.03 (M, 3H, H-5", H-6a ", H-6b),
3.92 (dd, 1H, H-60'), 3.4 (dd, 1H, H-6&), 2.11— 1.98 (m, CHs) ppm.

=79, 3y 3 =104, 374 =22, » =34, 3 3=99 F4 =99 Fes =63, Fe =
1.9, Jea o =10.4, 2 = 3.5, 23=10.1, k4=9.9, Jas = 9.6 Hz.

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & = 169.48 — 170.47 (CO), 101.28 (C1”), 93.09 (C1), 92.63

(C1), 71.14 (C5), 70.47 (C3), 70.46 (C3'), 68.04 (C6), 67.31 (C4 ™), 62.47 (C6 "), 62.28
(C6), 21.16 — 20.92 (m, CHs) ppm.
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Weitere °C-Signale vom Mischspektrum von p-D-Galactopyranosyl-(1—3)-a-D-gluco-
pyranosyl -a-D-glucopyranosid und [-D-Galactopyranosyl-(1—6)-a-D- glucopyranosyl-o.-D-

glucopyranosid, die nicht einer der beiden V erbindungen zugeordnet werden kénnen:

BC-NMR (100 MHz, CDCly) & = 72.41, 71.50, 70.89, 70.80, 70.46, 70.18, 69.68, 69.48,
69.32, 69.22, 68.98 (2C), 68.90, 68.84, 68.69, 68.54 ppm.

3,4,6-Tri-O-acetyl-1,2-0-(methoxyethyliden)-p-D-mannopyranose [14]

- C15H22010 CH30
CHj
- 362.12 g/mol AcO )<
_— ACO &/o
- farbloser, sirupOser Feststoff AcO
- Ausbeute: 3.09 g (70 %)

Durchfihrung:

5.00 g (12.2 mmol) Acetobrommannose werden in 25 mL trockenem Methanol gel6st und mit
3.4 mL (24.2 mmol) 2,4-Lutidin versetzt. Die Losung fur 1h bel RT und wird dann durch
Kodegtillation  mit  Toluol eingeengt.  Anschliefend  wird das  Produkt
saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel Petrolether / Ethylacetat 3/ 1).

Die Substanz liegt als Epimerengemisch vor. Das Verhdltnis endo | exo betrégt 10 / 1. Es
werden nur die NMR-Daten des endo-Produkts angegeben.

IH-NMR (400 MHz, CDCl5) § = 5.35 (dd, 1H, H-3), 5.30 — 5.16 (m, 3H, H-1, H-2, H-4),
4.23-4.15 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.10 (m, 1H, H-6b), 2.10, 2.04, 1., 1.94 (s, 3H, CH3) ppm.

\]zyg =33, J314 =10.0, \]5,6a = 6.3, ‘J6a,6b = 11.3Hz.
1BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & = 170.78 (CO), 170.15 (CO), 169.98 (CO), 169.77 (CO),

92.20 (C1), 70.01 (C2), 69.59 (C3), 69.53 (C5), 66.23 (C4), 62.59 (C6), 20.85, 20.72, 20.67,
20.64 (CHj3) ppm.
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3,4,6-Tri-O-methyl-1,2-0O-(methoxyethyliden)-p-D-mannopyranose [16]

H
- C1oH20, CH0
278.30 g/mol MsC0 o/K
- farbloses Ol H3CO

- Ausbeute: 831 mg (71 %)

Durchfihrung:

3.00 g (8.3 mmol) 3,4,6-Tri-O-acetyl-1,2-O-(methoxyethyliden)-B-D-mannopyranose (14)
werden in 20 mL trockenem Methanol gelost und mit Natriummethanolat auf pH 9.5
einegestellt. Nach 1h Riihren bei Raumtemperatur wird die Lésung mit Amberlite IR 120 (H'-
Form) neutralisiert, filtriert und eingeengt. Von dem amorphen Ruckstand wird 1 g in 40 mL
DMSO gel6st und mit 2 mL (31.2 mmol) Methyliodid versetzt. Daraufhin werden bei 0°C
und starkem Ruhren 10 mL Natronlauge (50 prozentig) zugegeben. Nach 30 min wird mir 40
mL CHCl> verdinnt und mit 40 mL Wasser gewaschen (zweimal). Die organische Phase
wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum etwas eingeengt. Die verbliebene
Losung wird im  Stickstoffstrom getrocknet. Der sirupdse Ruckstand — wird
saulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel Petrolether / Ethylacetat 1/ 1).

Die Substanz liegt als Epimerengemisch vor. Das Verhdlitnis endo | exo betrégt 10 / 1. Es
werden nur die NMR-Daten des endo-Produkts angegeben.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5) & = 5.07 (dd, 1H, H-2), 4.97 (d, 1H, H-1), 3.75 (ddd, 1H, H-5),
3.50 (dd, 1H, H-3), 3.47 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.35 (s, 3H, Methoxy-CHs), 3.25 (s, 3H,
Methoxy-CHs), 3.23 (s, 3H, Methoxy-CHs), 3.20 (dd, 1H, H-4) 1.97 (s, 3H, Orthoester-CHs)
ppm.

lez =15, \]273 =33, \]3'4 =93, J4 5 = 3.0, J5,6a = 7.5, ‘]5,6b = 95Hz
13C.NMR (100 MHz, CDCls) & = 170.42 (CO), 91.89 (C1), 79.12 (C3), 76.20 (C4), 71.62
(C6), 70.29 (C4), 68.95 (C2), 60.34 (Methoxy-CHs), 58.76 (Methoxy-CHs), 57.22 (Methoxy-

CHs), 20.76 (Orthoester-CHs) ppm.
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3,4,6-Tri-O-methyl- D-mannose [17]

- CoH 150 HaCO~

- 22211¢gmol Hﬁg&%

- Ausbeute: quantitativ OH
- farbloses Sirup

300 mg (1.1 mmol) 3,4,6-Tri-O-methyl-1,2-O-(methoxyethyliden)-f-D-mannopyranose (16)
werden in 10 prozentiger wassriger Essigsaure gelost und 30 min bei RT stehengelassen.

Danach wird die Losung im Vakuum eingeengt und mit Toluol bis zur Trockne kodestilliert.

Es entsteht nur das a-Anomer. Im *H-NMR sind aber auch Spuren der offenkettigen

Verbindung zu erkennen.

a-Anomer:

'H-NMR (400 MHz, CD30D) ¢ = 5.18 (dd, 1H, H-2), 5.03 (d, 1H, H-1), 3.82 (ddd, 1H, H-5),
3.63 (m, 2H, H-3, H-6a), 3.55 (dd, 1H, H-6b, 3.50 (s, 3H, CHy), 3.40 (s, 1H, CHs), 3.38 (m,
4H, CH3, H4) ppm.

\]1’2 = 1.9, \]2,3 = 3.2, J4 5 = 10.6, \]5‘6‘3 = 4.4, ‘]5,6b = 1.6, \]6a,6b = 10.7 Hz.

13C-NMR (400 MHz, CD;0OD) & = 93.57 (C1), 81.32 (C3), 77.92 (C4), 73.15 (C6), 72.29
(C5), 71.02 (C2), 61.25, 59.88, 59.84 (CH3) ppm.
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1,2,5-Tri-0O-acetyl-1-deutero-3,4,6-tri-O- methyl-D-mannitol [19]

- C15H25DOg
- 351.16 g/mol
- Ausbeute: quantitativ

AcO  QCHs

AcO
OCHj3

_ D CH:O  OAc
- farbloser Sirup

10 mg (0.045 mmol) 3,4,6-Tri-O-methyl- D-mannose (17) werden in 2 mL ener 25
prozentigen Ammoniaklésung gegeben, mit 40 mg Natriumbordeuterid (0.95 mmol) versetzt
und 1 Stunde bel 60 °C gertihrt. Danach werden 2 mL Aceton zugegeben und weitere 15 min
bei 60 °C gerlhrt. Anschlief3end wird die Losung im Stickstoffstrom getrocknet und zweimal
mit 2 mL Acetonitril bis zur Trockene codestilliert. Das Produkt wird ohne weitere
Aufarbeitung in 5 mL Pyridin gelst und mit 2.5 mL Essigsaureanhydrid versetzt. Die Losung
rdhrt 2 Stunden und wird dann mit Toluol bis zur Trockne kodestilliert. Das Rohprodukt wird
in 10 mL Wasser aufgenommen und mit 1 mL Dichlormethan geschittelt. Nach
Phasentrennung wird die Dichlormethanphase abpipettiert. Ein Teil dieser Losung wird fir
eine GC-MS-Messung verwahrt. Der Rest wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und

eingeengt.

Anmerkung:
Die Substanz liegt als Gemisch zweler Diastereomere vor. Im NMR findet man jedoch nur fir
die Protonen am neu gebildeten Stereozentrum unterschiedliche Signale, die Ubrigen sind

ununterscheidbar.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) § = 5.15 (dd, 1H, H-2), 5.06 (ddd, 1H, H-5), 4.60 (s, 1H, H-1),
4.10 (d, 1H, H-1"), 3.66 (dd, 1H, H-6a) 3.63 (dd, 1H, H-6b), 3.54 (dd, 1H, H-4), 3.51 (dd, 1H,
H-3), 3.44 (s, 3H, Methoxy-CH3), 3.42 (s, 3H, Methoxy-CHz), 3.36 (s, 3H, Methoxy-CH3),
2.09, 2.07, 2.04 (s, 3H, COCH3) ppm.

Ji2<1,h2 =6.0,J23 =32, 84 =6.6,Ja5 =28, F6a= 47, Feb = 7.6, Faep = 11.0Hz.

C-NMR (400 MHz, CDs0OD) & = 172.48, 171.92, 171.83, 80.80 (C3), 80.36 (C4), 73.21
(C5), 7252 (C2), 71.69 (C2), 61.17 (C1), 61.08 (C1’), 61.06 (Methoxy- CHj), 59.24
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(Methoxy-CHs), 59.23 (Methoxy-CHs), 21.03 (COCH,), 20.93 (COCH,), 20.65 (COCH5)
ppm.

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-#-D-glucopyranosyl-(1—2)-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-
2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-glucopyranosid [20]

AcO
AcO O
AcO
AcO (@]
AcO o) OAc

Ausgewihlte Signale

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 5.45 (m, 2H, 3-H, 3-H"), 5.26 (d, 1H, 1-H), 5.22 (d, 1H, 1-
H’), 515 (vt, 2H, 4-H, 4-H"), 4.85 (dd, 1H, 2-H""), 4.64 (d, 1H, 1-H""), 3.93 (dd, 1H, 2-H"),
2.10-1.98 (m, 33H, CH3) ppm.

Jl",Z" = 79, J2”‘3” = 98, Jl’,Z' = 38, Jz"3’ = 99, J3’Y4’ = 95, J4’Y5’ = 95, J1,2 = 38, J2,3 =
100, J3’4 = 95, J4’5 =9.5Hz

3C NMR (100 MHz, CDCl3) & = 101.86 (C-1"), 95.17 (C-1), 93.66 (C-1"), 76.01 (C-2)
ppm.

Die weiteren Signale kénne auf Grund von regioisomeren Verunreinigungen nicht eindeutig

zugeordnet werden.
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2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-f#-D-glucopyranosyl-(1—3)-2,4,6-tri-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-
2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-glucopyranosid [21]

AcO
Ao@&%
Ac o)
0 AcO
(@]
AcO AcO OAc

AcO OAc
0 OAc

OAc

Ausgewihlte Signale

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.55 (vt, 1H, H-3), 5.28 (d, 1H, 1-H"), 5.20 (d, 1H, 1-H),
5.03 (dd, 1H, 2-H), 4.95 (m, 2H, H 4, 4-H"), 4.76 (d, 1H, 1-H™"), 4.45 (dd, 1H, 6-Ha "), 4.15
(m, 1H, 3-H"), 3.87 (m, 1H, 5-H"), 2.10 — 1.98 (m, 33H, CH,) ppm.

J172=79,J5 62" =3.8,Jea’ b =12.6, J1 2 =4.0,J12=4.0,J23=10.1 Hz.

Die weiteren Signale kénne auf Grund von regioisomeren Verunreinigungen nicht eindeutig

zugeordnet werden.

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-#-D-glucopyranosyl-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-
2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-glucopyranosid [22]

OAc
éS/ACO
AcO O o)
(@)
xo0 (&ﬁ

Ac
AcO
AcOO
OAc
OA
o OAc
OAcC
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Ausgewihlte Signale

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.46 (2 vt, 2H, 3-H, 3-H"), 5.27 (d, 1H, 1-H), 5.23 (d, 1H, 1-
H’), 4.99 (m, 2H, 2-H, 2-H"),4.51 (d, 1H, 1-H™"), 3.70 (vt, 1H, 4-H"), 3.67, ddd, 1H, 5-H™"),
2.10—-1.98 (m, 33H, CHz) ppm.

J]_"’z" =79, J]_"z' = 3.8, J1’2 =41, J2’13' =10.0, J2’3 =10.1, J3"4' =9.5, J3’4 =94 Hz
3C NMR (100 MHz, CDCl3) § = 101.44 (C-1"), 92.04 (2C, C-1, C-1"), 77.29 (C-4") ppm.
Die weiteren Signale konne auf Grund von regioisomeren Verunreinigungen nicht eindeutig

zugeordnet werden.

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-#-D-glucopyranosyl-(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-
2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-glucopyranosid [23]

AcO 0
0.AcO
ACO o% \ﬂom

AcO AcO OAcC O

Ausgewiihlte Signale
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 4.47 (d, 1H, 1-H""), 3.45 (dd, 1H, 6-Ha ") ppm.

Jl",2" = 8.0, JS",Ga" = 6.5, J6a",6b" =10.6 Hz.
3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 = 68.03 (C-6"") ppm.

Die weiteren Signale kénne auf Grund von regioisomeren Verunreinigungen nicht eindeutig
zugeordnet werden.
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl-(1—2)-3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-1,3,4,6-tetra-O-acetyl- p -D-fructofuranosid [24]

AcO
AcO O
AcO
Ac 00 OAc
AcO OAc
OAc Y AcO
AcO ACO (@]

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & = 5.62 (d, 1H, H-3"), 5.53 (d, 1H, H-1), 5.43 (vt, 1H, H-4),
5.38 —5.34 (m, 2H, H-3, H-4"), 5.27 (dd, 1H, H-2""), 4.93-4.96 (m, 2H, H-4, H-3""), 4.55 (d,
1H, H-1""), 4.04 — 4.40 (m, 10H, H-5, H-6a, H-6b, H-1&", H-1b", H-5", H-6a, H-6b", H-6a ",
H-6b""), 3.87 (dd, 1H, H-5), 3.81 (dd, 1H, H-2), 2.17, 2.14, 2.13, 2.11, 2.10, 2.07, 2.07, 2.06,
2.05, 1.96, 1.96 (CH3) ppm.

J12=35%3=98,J34 =79, Jy5 =73, =78 b3 =106, Jy 5 <1, 5 ea = 6.7,
J5 e = 6.8 Hz.

BC-NMR (100 MHz, CDCl,) 6 = 171.11, 171.00, 170.83, 170.70, 170.55, 170.49, 170.47,
170.19, 170.12, 169.97, 169.21 (CO), 104.10 (C2), 102.16 (C1"), 92.12 (C1), 79.00 (C5),
75.59 (C2), 75.16 (C4"), 74.98 (C3"), 71.93 (C4"), 71.48 (C5"), 71.02 (C3™"), 68.98 (CH),
68.76 (C4), 68.14 (C2"), 67.16 (C3), 65.48, 63.04, 62.48, 61.63 (C6, C1", C6’, C6™"), 21.20 —
20.73 (m, CH3) ppm.
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-p-D-galactopyranosyl-(1—3)-2,,4-6-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-1,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-fructofuranosid [25]

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—6)-2,3,4-tri-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-1,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-fructofuranosid [27]

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-p-D-galacto-pyranosyl-(1—4")-2,4-6-tri-O-acetyl-a-D-
glucpyranosyl-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-fructofuranosid [29]

'H-NMR (400 MHz, CDCls) § = 4.74 (d, 1H, 1-H), 4.63 (d, 1H, 1-H), 4.78 (d, 1H, 1-H) ppm.

Anmerkung: Die Signale kdnnen den einzelnen Verbindungen nicht eindeutig zugeordnet

werden.

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl-(1—6°)-2,3,4-6-tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-1,3,4-tri-O-acetyl-p-D-fructofuranosid [28]

AcO
AcO O
AcO
OAcC e)
AcO \%/O?/O 0
AcC
AcO

AcO OAC
OAc

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & = 559 (d, 1H, H-1), 5.48 (d, 1H, H-3"), 5.45 (vt, 1H, H-3),
5.39 (d, 1H, H-4""), 5.30 (vt, 1H, H-3"), 5.17 (dd, 1H, H-2""), 5.07 (vt, 1H, H-4), 5.05 (dd,
1H, H-3""), 4.89 (dd, 1H, H-2), 4.60 (d, 1H, H-1"), 4.38-4.25 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6h),
4.20 — 4.05 (m, 5H, H-1&", H-1b", H-5", H-6a"", H-6b""), 4.06 (m, 1H, H-6b"), 3.97 (vt, 1H,
H-57), 3.81 (dd, (1H, H-6a), 2.15, 2.14, 2.11, 2.10, 2.10, 2.08, 2.06, 2.03, 2.03, 2.01, 1.97
(CHs) ppm.

Jip=38,3,3=104, 1y = 97. U5 =101, Jy s = 7.3, Jyg = 7.0, I = 7.9, Jy- 5~ = 105,
Jr 4 =35 05 <1, Xk e6x =7.3 J5 6 = 7.3Hz
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BC-NMR (100 MHz, CDCl3) & = 171.10, 170.74, 170.70, 170.62, 170.53, 170.53, 170.46,
170.40, 170.30, 169.99, 169.93 (CO), 103.90 (C1), 102.14 (C1"), 90.29 (C1), 80.06 (C5"),
76.01 (C3'), 74.97 (C4"), 71.17 (C3"), 71.02 (C6), 70.98 (C5™), 70.60 (C2), 69.91 (C3),
69.14 (C27), 68.93 (C5), 68.63 (C4), 67.35 (C4"), 63.48 (C6), 62.21 (C6"), 61.32 (C6"),
20.94 —20.27 (m, CH3) ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl-(1—3°)-2,3,4-6-tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-1,4,6-tri-O-acetyl-p-D-fructofuranosid [30]

OAc
OAc

ACO AcO o OAc
Aco&oﬁ
AcO
Aco @
j)H

OAc

O oAc
AcO
'H-NMR (400 MHz, CDCl5) & = 5.75 (d, 1H, H-1), 550 (vt, H-4"), 5.43 (vt, 1H, H-3), 5.36
(d, 1H, H-4"), 5.13 (dd, 1H, H-2""), 5.07 (vt, 1H, H-4), 5.04 (dd, 1H, H-3 "), 4.95 (dd, 1H, H-
2), 4.60 (d, 1H, H-1"), 4.35 (d, 1H, H-1&), 4.32 (d, 1H, H-3"), 4.27 — 4.29 (m, 2H, H-5, H-
6a), 4.04 — 4.19 (m, 7H, H-6a, H-1a', H-5",H-6a, H-6b", H-6a"", H-6b™"), 3.92 (vt, 1H, H-
57), 2.19, 2.15, 2.11, 2.11, 2.10, 2.09, 2.08, 2.05, 2.05, 2.00, 1.98 (CHs) ppm.

J12=38,13=97,14=98.U5=98, haw =11.0,134=79,Jy5=75,012=78, b 3
=105,J3:4=28,Jy 5 <1, J eg = 6.6, J5 g~ = 6.6 HZ.

3CNMR (100 MHz, CDCl3) § = 103.32 (C2'), 102.24 (C1), 89.85 (C1), 82.75 (C3), 79.01
(C5), 74.23 (C4'), 71.18 (C3”), 71.16 (C5), 70.57 (C3), 70.52 (C2), 69.00 (C2""), 68.58
(C4), 68.47 (C5), 67.00 (C4 ), 64.27, 63.34, 62.22, 61.08 (C6, C1", C6, C6), 20.93 - 21.25
(m, CHs) ppm.

CO-Signde sind auf Grund der geringen zur Verflgung stehenden Substanzmenge nicht zu
ermitteln.
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2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl-(1—1°)-2,3,4-6-tetra-O-acetyl-a-D-
glucopyranosyl-3,4,6-tri-O-acetyl-p-D-fructofuranosid [31]

AcO o (@]
AcO AcO
o) OAc
(@]
OAc
AcO OAc

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & = 5.67 (d, 1H, H-1), 5.41-5.45 (m, 2H, H-3", H-4""), 5.35 (m,
1H, H-3), 5.26 (d, 1H, H-4), 5.16 (dd, 1H, H-2"), 5.02(m, 1H, H-3"), 5.01 (m, 1H, H-4), 4.84
(dd, 1H, H-2), 4.53 (d, 1H, H-1"), 4.26-3.97 (m, 9H, H-5, H-5", H-5"",H-6a, H-64 , H-6a ", H-
6b, H-6b", H-6b""), 3.75 (d, 1H, H-1a"), 3.46 (d, 1H, H-1b"), 2.15, 2.14, 2.12, 2.11, 2.09,
2.06, 2.06 2.04, 2.04, 2.03, 2.01 (CH3) ppm.

A2=3.7,323=104, haw =10.7, K 2-=7.5 % 3 =82, B 4" <1, Jy 5 =3.0 Hz.

BBC-NMR (100 MHz, CDCl3) § = 171.10, 170.91, 170.64, 170.63, 170.56, 170.52, 170.47,
170.26, 170.18, 170.04, 169.95 (CO), 101.21 (C2""), 101.95 (C1"), 90.01 (C1), 82.32 (C5"),
75.24 (C37), 73.57 (C4"), 71.27 (C3"), 71.09 (C2), 71.03 (C3), 70.32 (C1""), 69.12 (C2),
68.63 (C4), 68.86 (C5), 68.78 (C5"), 67.36 (C4), 63.32, 62.01, 61.59 (C6, C6", C6™"), 21.10 —
21.03 (m, CH3) ppm.

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-mannopyranosylfluorid [34a]

- CuHiOF Afj@g
- 350.30 g/mol AcO

- [a]®=+7(c1, CHCl3) g
- Smp.: 115 °C, Lit.*:: Smp.: 67 - 68 °C

- []22 = +29 (c 1 CHCI3); Lit. ™ [a]®= + 22 (c 1.68 CHCl5)

- Ausbeute: 65 %

- Farbloser siruposer Feststoff.
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Die Durchfihrung entspricht AAV 5.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.55 (d, 1H, H-1), 5.40 —5.30 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.14
(m, 2H, H-6a, H-6b), 2.01, 1.98, 1.98, 1.97 (CH3) ppm.

Ji2=1.7, J1irs=48.3 Hz.

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) & = 104.01 (C1), 72.73 (C5), 68.37 (C3), 66.62 (C2), 66.15
(C4), 62.51 (C6), 20.58, 20.05, 19.95, 19.56 (CH2) ppm.

Jerr =220, JeoF = 24 Hz.

CO-Signale sind auf Grund der geringen Signalintensitét nicht zu ermitteln.
a-D-Mannopyranosylfluorid [34]

- CeH11FOs HO

HO
- 182.15 g/mol HO &%
HO
[a]zs =+ 27 (c 1, CHCly)

F
- Ausbeute: quantitativ

- Farbloser, siruptser Feststoff
Die Durchfiihrung entspricht AAV 5b.

'H-NMR (400 MHz, D:0) § = 5.42 (d, 1H, H-1), 3.90 (s 1H, H-3), 3.72 (m, 1H, H-2), 3.50 —
3.40 (M, 3H, H-4, H-6a, H-6b), 3.25 (m, 1H, H-5) ppm.

J12=1.0, Jirs=49.3 Hz.
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BC-NMR (100 MHz, D,0) & = 103.19 (C1), 77.32 (C5), 75.30 (C3), 71.22 (C2), 68.20 (CA4),
61.95 (C6) ppm.

Je1r =220, JeoF = 24 Hz.

2,3,4-Tri-0-acetyl-a-D-fucopyranosylfluorid [35a]

- CioH17FO, ACOCH3

- 292.09 g/mol AcO %
- [o] =+100 ° (¢ 1 CHCl3); Lit. : [a] 5= + 148° (c 0.4, CHCl3) AP
- Smp.:84°C

- Ausbeute: 36 %

- Farbloser Feststoff

Die Durchfiihrung entspricht AAV 5.

1H-NMR (400 MHz, CDCl5) & = 5.76 (dd, 1H, H-1), 5.39-5.35 (m, 2H, H-3, H-4), 5.17 (ddd,
1H, H-2), 4.35 (vt, 1H, H-5), 2.17, 2.11, 2.01, (CH3), 1.20 (d, 3H, H-6) ppm.

J1,2 = 2.5, J2,3 =10.8, \]4,5 <1, Js,e = 6.6, J1,|: =53.8, J2,|: =24.0Hz.

13C-NMR (100 MHz, CDCl5) & = 104.55 (C1), 70.38, (C4), 67.61 (C5), 67.45, (C-2), 67.36
(C3), 20.70, 20.64, 20.58, (COCH3), 15.79 (C-6) ppm.

CO-Signale sind auf Grund der geringen Signalintensitéat nicht zu ermitteln.

JCl,F =181, ‘]CZ,F =12 Hz.
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a-D-Fucopyranosylfluorid [35]

H

- CeH11FO4 OCH3 .
. 166.15 g/mol Ho&ﬂ

20 — —1 i St 73. 20 — o ; HO|:
- [a]5 =+139 (c=1in MeOH); Lit. ™ [a]g' =+ 137° (c 1 in MeOH)
- Smp. : 235°C
- Ausbeute: quantitativ
- Farbloser Feststoff

Die Durchfihrung entspricht AAV 5.

'H-NMR (400 MHz, D,0) § = 5.60 (dd, 1H, H-1), 5.13 (d, 1H, H-4), 4.21 (vt, 1H, H-3), 3.84
(ddd, 1H, H-2), 3.79 (m, 1H, H-5),1.13 (d, 3H, H-6) ppm.

J12=35,13=101,34=38, us5<1, k6=6.6, hr =54.1, br =24.0 Hz

3C-NMR (100 MHz, D20) & = 97.63 (C1), 73.33, (C4), 72.29 (C5), 71.84, (C-2), 69.67 (C-
3), 14.93 (C-6) ppm.

Jerr =182, JeoF = 12 Hz.

2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-a-D-galactopyranosylfluorid [36a]

- C]_4H 1909F (35030 g/mOl) AcO OAC
- [a]2’=+ 100 ° (c 1, CHCl3); o
AcO
Lit.”*: [a]®=+96.5° (c 1, CHCl3) AcO |

- Smp.: 62 °C, Lit.*": 67-68 °C
- Ausbeute: 68 %
- Farbloser Feststoff.
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1H-NMR (400 MHz, CDCl) & = 5.74 (dd, 1H, H-1), 5.46 (d, 1H, H-4), 5.29 (dd, 1H, H-3),
5.12 (ddd, 1H, H-2), , 4.34 (vt, 1H, H-5), 4.08 (m, 2H, H-6a. H-6b) 2.09, 2.05, 1.99, 1.94
(CHz) ppm.

\]1’2 = 2.8, \]2’3 =11.0, -}314 = 3.4, \]5,6‘3: 6.6, ‘]5,6b = 6.6, 'J.I.,F =53.3, 'JZ,F =23.6 Hz.

BC-NMR (100 MHz, CDCls) & = 174.34, 172.98, 172.85, 171.02 (CO), 104.72 (C-1), 69.27
(C-5), 67.95 (C-3), 67.76 (C-4), 67.40 (C-2), 61.67 (C-6), 21.06, 21.03, 21.00, 20.94 (CH3)
ppm.

Year = 1136 Hz,

a-D-Galactopyranosylfluorid ]36]

- CeH11FOs H OH

; 182.15 g/mol o
. HO

- [a]®=+122 (c=1in MeOH), HO

- Lit. ¥ [a]®= +127 (c=1in MeOH)
- Smp.: 114 °C

- Ausbeute: quantitativ

- Farbloser Feststoff

Die Durchfihrung entspricht AAV 5b.

'H-NMR (400 MHz, D:0) § = 5.42 (dd, 1H, H-1), 4.98 (d, 1H, H-4), 4.56 (ddd, 1H, H-2),
3.67 (vt, 1H, H-3), 3.55 (m, 1H, H-5),3.41 (m, 2H, H-6a, H-6b) ppm.

J1’2 = 28, J2’3 = 91, J3,4 = 38, J4’5 <1, J.L,F =547, ‘]Z,F =24.1 Hz.

BCNMR (100 MHz, D;0) & = 108.62 (C1), 74.30, (C5), 74.27 (C4), 69.41, (C-3), 68.12 (C-
2), 14.93 (C-6) ppm.

‘]Cl,F =222, ‘l}Z,F =23 Hz.
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Allyl-2-acetamido-2-deoxy-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-a-D-glucopyranosid [38]

] CoHANOS OTBDPS
- 499.68 g/mol
o HO O
] Drehwert: [a]g,= + 50 ° (¢ 0.25, CHCl3) o AcHN
0. Z
- Smp: 147 °C /

- MALDI-TOF: 522.1 [M + Na]*

- Ausbeute: 652 mg (72 %)

- Elementaranayse:  Ber.: C64.90 N2.80 H7.26
Gef.: 1. C64.83 N265 H7.36

Durchfihrung:

0.5 g Allyl-2-acetamido-2-deoxy-a-D-glucopyranosid (1.82 mmol) werden in 10 mL
trockenem Pyridin gelést und mit 0.3 g Imidazol 1 h Uber aktiviertem Molsieb 3A geriihrt.
Dann werden 0.56 mL tert-Butyldiphenylsilylchlorid (2.10 mmol, 1.15 Ag) hinzugegeben und
die Losung uber Nacht gerthrt. Dann wird die Losung mit 50 mL Dichlormethan verdinnt,
zweimal mit 50 mL Wasser, einmal mit 0.5 N Salzsdure und mit ges. Natriumcarbonatl 6sung
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt.
Verbliebenes Pyridin wird zweima mit Toluol kodestilliert. Der Rickstand wird in 20 mL
Dichlormethan aufgenommen und mit soviel Petrolether versetzt, bis ein weil3er Niederschlag

entsteht. Dieser wird abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet.

'H-NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.62 — 7.60 (m, 4H, H-Ar), 7.33 — 7.25 (m, 6H, H-Ar), 6.43
(d, 1H, N-H), 5.80 (ddd, 1H, OCH,CHCH,), 5.17 (dd, 1H, OCH,CHCH,), 5.10 (dd, 1H,
OCH2CHCH), 4.42 (d, 1H, H-1), 4.25 (dd, 1H, OCH-CHCHy), 3.97 (dd, 1H, OCH2CHCH3),
3.64 (vt, 1H, H-3), 3.89 (dd, 1H, H-6a), 3.80 (dd, 1H, H-6b), 3.52 — 3.42 (m, 2H, H-2, H-4),
3.35 (ddd, 1H, H-5), 1.94 (s, 3H, COCHs), 0.91 (s, 9H, C(CH3)3) ppm.

Jio =41, oann =64, D3 =89, 4 =97, 45 =91, Fea = 63,60 = 5.6, Fapsp =

10.9, JanyiocHectcrz, 1 = 1.0, JanyiocHzcrchz, 2 = 5.1, JayiocHcHcHe 3 = 10.4, JaiyiocHzcHcHe, 4 =
17.3 Hz.
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BCNMR (100 MHz, CDCls) & = 173.08 (CO), 134.19 (OCH.CHCHj), 11823
(OCH,CHCH,), 99.88 (C1), 76.32 (C5), 75.44 (C3), 72.29 (C4), 69.92 (OCH,CHCH,), 64.46
(C6), 57.81 (C2), 27.19 (C(CH3)3), 23.94 (COCH2) 19.67 (C(CH3)3) ppm.

Allyl-2-acetamido-2-deoxy-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-3,4-di-O-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-

D-galactopyranosyl)-o-D-glucopyranosid [39]

- CssH7sNO24Si OAC
- 1160.26 g/mol Ao ;)AC OTBDPS
- Drehwert: [a] 2=+ 100 ° (c 1, CHCl5) o
Aco OAc O
- Smp.: 82 °C A @) AcHNO
- MALDI-TOF: 1182.1 [M + Na|*, OAC |
1199.1 [M +K]* AcO

- Rf = 0.60 (Aceton / Petrolether 1 : 1)

- Ausbeute: 810 mg (47 %) (Anmerkung: Es tritt as Nebenprodukt ein
monoglycosylierter und monoacetylierter Akzeptor auf, der einen Ry —“Wert von 0.63
(Aceton / Petrolether 1 : 1) besitzt. Dieser kann nur als Mischfraktion mit dem Produkt
isoliert werden. Die Gesamtausbeute an Produkt (Trisaccharid) betragt damit ca. 65 %
(Addition von sauberer Produktfraktion und Mischfraktion, deren Anteile Uber die
Integrale im *H NMR abgeschétzt werden)).

- Weil3er, amorpher Feststoff

- Elementaranayse:  Ber.: C56.94 N1.21 H6.34

Gef.: 1. C56.25 N1.30 Hb5.95

Die Reaktion findet unter Schlenck-Bedingungen statt.

750 mg (1.5 mmol) Allyl-2-acetamido-2-deoxy-o-D-glucopyranosid (38) werden zusammen
mit 200 g (40 mmol, 27 Aq) 0-(234,6-Tetra-0O-acetyl-o-D-galactopyranosyl)-
trichloracetimidat (2) in 10 mL trockenem Dichlormethan gelost und zwei Stunden Uber
aktiviertem Molsieb 3A geriihrt. Dann werden bei 0 °C 2 mL einer 0.221 M Lésung von
Trimethylsilyltriflat in Dichlormethan zugegeben. Nach drei Stunden Ruhren bei 0 °C wird

noch eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt, danach wird die Reaktion durch Zugabe von
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1 mL Pyridin abgebrochen. Die Losung wird filtriert, eingeengt, in 5 mL Pyridin
aufgenommen und mit 1 mL Essigsdureanhydrid versetzt. Dies geschieht, um den
Glycosyldonor und das Hydrolyseprodukt des Glycosyldonors saulenchromatographisch
besser abtrennen zu konnen.

Nach Ruhren Uber Nacht wird die Losung zur Trockne eingeengt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel Aceton/ Petrolether 1: 1).

'H-NMR (400 MHz, C¢D¢) & = 7.87 — 7.85 (m, 4H, H-Ar), 7.43-7.33 (m, 6H, H-Ar), 5.86 (d,
1H, N-H), 5.57 (ddd, 1H, OCH,CHCH,), 5.40 — 5.33 (m, 4H, H-2B, H-4B, H-2C, H-4C),
507 (dd, 1H, H-3C), 5.05 (dd, 1H, OCH2CHCH,), 5.02 (dd, 1H, H-3B), 4.84 (dd, 1H,
OCH2CHCHb), 4.80 (d, 1H, H-1A), 4.52 (d, 1H, H-1B), 4.48 (ddd, 1H, H-2A), 4.30 (d, 1H,
H-1C), 4.22 (dd, 1H, H-6aB), 4.18 (dd, 1H, H-6bB), 4.10 — 4.07 (m, 4H, H-6aC, H-6bC, H-
6aA, H-3A), 3.95 (dd, 1H, OCH,CHCH,), 3.80 (m, 2H, H-4A, H-6bA), 3.73 (m, 1H, H-5A),
3.70 (dd, 1H, OCH>CHCH?>), 3.57 (vt, 1H, H-5B), 3,43 (vt, 1H, H-5C), 1.98, 1.90, 1.83, 1.80,
1.80, 1.77, 1.74, 1.73, 1.71 (COCHy), 1.21 (s, 9H, C(CH3)3) ppm.

Jiazoa =32, banH = 9.2, oaza =95, 54 eaa = 6.0, Isa eoa = 6.0, o = 7.9, 3 =
104, Jsgag =38, g s <1, g g8 = 6.6, bg g8 = 6.6, Joz g8 = 11.4, Jicoc =7.9,
Jcac =104, cac = 3.8, Jic sc <1, Jsc gac = 6.6, Jsc goc = 6.6, JanyiocHzcHcHe, 1 <1,

JAllyIOCH2CHCHz, 2 = 5.4, JAllyloCH.CHCH:, 3 = 9.7, JallylocHCHCH, 4 = 16.7 Hz.

3C-NMR (100 MHz, CgDg) & = 170.48, 170.28, 170.25, 170.23, 170.22, 170.05, 169.99,
169.93, 169.79 (CO), 134.50 (OCH,CHCH.,), 117.78 (OCH,CHCH.,), 100.85 (C1B), 100.41
(C1C), 94.83 (C1A), 76.51 (C3A), 75.44 (C5A), 74.38 (C4A), 71.58 (C5B), 71.54 (C3C),
71.43 (C3B), 71.24 (C5C), 69.86, 69.35 (C2B, C2C), 69.09 (OCH,CHCH?), 67.77 (2C, C4B,
CAC), 62.15, 61.85, 61.69 (C6A, C6B, C6C), 51.45 (C2A), 27.35 (C(CHa)3), 20.94, 20.88,
20.57, 20.54, 20.52, 20.49. 20.48, 20.46, 20.44 (COCH3), 19.77 (C(CHs)s) ppm.
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Allyl-2-acetamido-2-deoxy-3,4-di-0O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-galactopyranosyl)-a-D-
glucopyranosid [40]

- OA
CaoHssNO4 C onc N
- 921.86 g/mol AcO o
- Drehwert: [a]2o= + 47 ° (€ 0.25, CHCl5) nco OAC TOg o
: Smp.: 112-113°C ACO o AchN _
- MALDI-TOF: 944.3 [M + Na]* OAc —~
AcO

- Ausbeute: 321 mg (67 %, 0.35 mmol)

- weil3er, amorpher Feststoff

- Elementaranayse:  Ber.: C50.81 N152 H6.01
Gef.: 1. C50.96 N1.48 H6.28

Durchfihrung:

Die Reaktion findet unter Schleck-Bedingungen statt.

600 mg Allyl-2-acetamido-2-deoxy-6-O-tert-butyldiphenylsilyl-3,4-di-O-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-galactopyranosyl)-a-D-glucopyranosid (39)werden in einem Plastikgefald in 20 mL
trockenem THF gel6st und mit 20 mL einer 65 prozentigen Ldsung von Fluorwasserstoff in
Pyridin versetzt. Nach 4 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wird die Losung mit geséttigter
Natriumcarbonatlésung und festem Natriumcarbonat neutralisiert. Danach wird die Lésung
mit 20 mL Wasser verdinnt und 3 ma mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
Rohprodukt wird an Kieselgel sdulenchromatographisch gereinigt (Laufmittel: Gradient
Aceton / Petrolether 1/2 — 2/ 1).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) § = 5.84 (d, 1H, NH), 5.78 (dddd, 1H, OCH2CHCH;), 5.33 (m,
2H, H-4B, H-4C), 5.20 (dd, 1H, OCH,CHCH?>), 5.16 (dd, 1H, OCH,CHCHy), 5.08 (dd, 1H,
H-2B), 5.03 (dd, 1H, H-3C), 5.00 (dd, 1H, H-2C), 4.94 (dd, 1H, H-3B), 4.72 (d, 1H, H-1A),
4.69 (d, 1H, H-1C), 4.68 (d, 1H, H-1B), 4.29 (dd, 1H, H-6aC), 4.19 — 4.05 (m, 6H, H-2A, H-
3A, H-6aB, H-6aC, H-60C, OCH2CHCH?>), 4.00 (vt, 1H, H-5C), 3.89 (dd, 1H, OCH2CHCH3),
3.80 (v, 1H, H-5B), 3.77 (vt, 1H, H-4A), 3.72 — 3.70 (m, 2H, H-6aA, H-6bA), 3.65 (ddd, 1H,
H-5A), 2.09 (s, 3H, CH5), 2.07, 2.03, 2.03, 1.99, 1.98, 1.96, 1,91, 1.91 (CH5) ppm.
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Jinon =35, bann =94, baaa =7.9, ha 5o =10.0, Ia gaa = 5.8, Jsa eon = 8.2, Jsan 6ba
11.0, g =7.8, g3 =104, g8 = 3.4, g 58 <1, Jog g = 6.4, Jicoc = 7.8, Jcac

104, Jscac = 3.4, Jic 5c<1, Jsc 6ac = 7.2, Jsc gbc = 8.2, Jsac eoc = 11.0, JallyloCH.CHCH:, 1

1.3, JanyiocHecHete, 2 = 5.7, JaiyiocHcreH, 3 = 11.0, JanyiocHecrich, 4 = 16.7 Hz.

CNMR (100 MHz, CDCl3) & = 170.73, 170.69, 170.66, 170.61, 170.46, 170.44, 170,36,
170.24 (CO), 133.78 (OCH2CHCH,), 118.72 (OCH,CHCH>), 100.44 (C1C), 99.82 C1B),
95.77 (C1A), 75.34 (C3A), 74.95 (C4A), 72.57 (C5A), 71.41 (C3C), 71.26 (C3B), 71.04
(C5C), 70.84 C5B), 70.01 (C2B), 69.38 (C2C), 69.16 (OCH,CHCH,), 67.37, 67.29 (2C,
C4B, CAC), 61.76 (C6A), 61.13 (C6B), 61.08 (C6C), 52.20 (C2A), 21.10 — 21.07 (4C, 4-
CHa), 21.31, 21.24, 20.99, 20.94, 20.90 (CH3) ppm.

Allyl-2-acetamido-2-deoxy-3,4-di-O--D-galactopyranosyl-a-D-glucopyranosid [41]

- C23H39NOie OH
- 585.7 g/mol CH OH
- Smp.: 122-123°C o ¢
20 _ 0 Ho OH  Op
- []%, = + 184 ° (c 0.2, H,0)
HO o ACHN J y
: Rr = 0.1 (CH.Cl2/ MeOH / H,0 7/ 3.5/ 0.6) oH N
B
- weil3er, amorpher Feststoff HO

Die Durchfihrung entspricht AAV 5.

'H-NMR (400 MHz, D20) & = 5.98 (dddd, 1H, OCH>CHCH;), 5.32 (dd, 1H, OCH2CHCH>),
5.28 (dd, 1H, OCH2CHCHS>), 4.95 (d, 1H, H-1C), 4.65 (d, 1H, H-1A), 4.63 (d, 1H, H-1B),
4.35 (vt, 1H, H-3C), 4.23 (dd, 1H, OCH-CHCHy), 4.13 (dd, 1H, H-2C), 4.07 (m, 2H, H-4C,
OCH,CHCHS,), 3.95 (m, 4H, H-4A, H-4B, H-6aC, H-60C), 3.92 (m, 1H, H-5C), 3.86 — 3.72
(m, 6H, H-5A, H-5B, H-6aA, H-6bA, H-6aB, H-6bB), 3.70 —3.65 (m, 3H, H-2A, H-3A, H-
3B), 3.63 (dd, 1H, H-2B), 2.07 (s, 3H, CH3) ppm.
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Jipaon =73, I = 7.3, Jicoc =35, Jocac = 10.6, Jicac = 9.8, \]AIIyIOCHZCﬂCHZ,l = 1.0,

JaiylocHzcHcHz, 2= 5.4, JailyiocHzcHcHz, 3= 10.9, dalyiocHcHcHe, 4= 16.7 Hz.

B3C-NMR (100 MHz, D,0) & = 174.59 (CO), 133.87 (OCH,CHCH,), 118.49 (OCH,CHCH),),
101.52 (C1A), 102.10 (C1B), 96.39 (C1C), 76.09, 76.00 (C5A, C5B), 73.10 (C3C), 72.97,
72.69 (C3A, C3B), 72.79 (C4C), 71.98 (C5C), 68.76 (2C, C4A, C4B), 70.67, 70.33 (C2A,
C2B), 68.94 (OCH>CHCH>), 61.37, 61.32 (C6A, C6B), 60.40 (C6C), 53.87 (C2C), 22.34
(CHs) ppm.

Allyl-2-acetamido-2 -deoxy-3,4,6-tri-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-p- D-galactopyranosyl)-a-D-
glucopyranosid [42]

OAcC
- Cs3H7sNO33 AcO OAC

- 125215g/mol o ¢
- [a]®=+91°(c1, CHCl3)

AcO
o)
AcO —OA
- Smp.: 187 °C (Zersetzung) B o ¢
o)
- MALDI-TOF: 1273.8[M + Na]* AcO o)
OAc
- R; = 0.16 (Aceton / Petrolether 1: 1) . ACHN N
Cc

AcO O
- Ausbeute: 600 mg (15 %, 0.5 mmol)
- weil3er, amorpher Feststoff

D

AcO A
AcO

Durchfthrung:

Die Reaktion findet unter Schlenck-Bedingungen statt.

300 g (325 mmol) Allyl-2-acetamido-2-deoxy-3,4-di-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl -p-D-
gal actopyranosyl)-a-D-glucopyranosid (40) werden in 30 mL trockenem Toluol gelést und
zusammen mit 3.00 g (8.1 mmol) Acetochlorgalactose zwei Stunden Uber aktiviertem
Molsieb 3A gertihrt. Dann wird eine Losung von 2.10 g (8.1 mmol) Silbertriflat in 10 mL
Toluol und 1 mL Tetramethylharnstoff hinzugegeben. Nach 24 Stunden Rihren bel
Raumtemperatur werden 3 mL Pyridin und 1 mL Wasser hinzugegeben. Die Losung wird
filtriert, eingeengt und das Produkt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Aceton / Petrolether 1/ 2), wobei 55 % von Allyl-2-acetamido-2-deoxy-3,4-
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di-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl -3-D-gal actopyranosyl)-a-D-glucopyranosid zuriickgewonnen (40)

werden.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 5.91 (d, 1H, N-H), 5.80 (dddd, 1H, OCH,CHCH,), 5.35 (d,
1H, H-4C), 5.33 (d, 1H, H-4A), 5.32 (d, 1H, H-4B), 5.23 (dd, 1H, OCH,CHCH,), 5.16 (m,
1H, H-2C), 5.14 (m, 1H, OCH,CHCH,), 5.07 (dd, 1H, H-2B), 5.03-4.98 (m, 3H, H-2A, H-3B,
H-3C), 4.92 (dd, 1H, H-3A), 4.66 (d, 1H, H-1A), 4.63 (d, 1H, H-1D), 4.60 (d, 1H, H-1B),
450 (d, 1H, H-1C), 4.17 — 4.03 (m, 8H, H-6aA, H-6bA, H-6aB, H-6bB, H-6aC, H-6bC, H-
4D, OCH,CHCHy), 4.18 (m, 1H, H-2D), 4.06 (vt, 1H, H-4D), 3.96 (m, 1H, H-6bD), 3.94 —
3.82 (m, 5H, H-5A, H-5B, H-5C, H-3D, OCH2CHCH_), 3.86 (m, 1-H, H-3D), 3.66 (vt, 1H,
H-5D), 3.70 (dd, 1H, 6-aD), 1.91, 1.91, 1.92, 1.98, 1.98, 1.98, 1.99, 1.99, 2.01, 2.04, 2.07,
2.09, 2.10 (CH3) ppm.

Jiapn =79, baza =104, hasa =35 Iasa <1, Iigog =75, ezs =104, s =31,
g s8 <1, Jicoc =8.2,Jscac = 2.9, Iic sc <1, dipop =3.2, opnn = 9.7, Bpap =101, Ip
50 = 9.8, Jped =6.3, Jpep =6.6, Jap eop = 11.7, JaiylocHzcHcHz, 1= 1.9, JanyiocHzcHcHz,

2= 5.9, JaiylocHz2cHcH2, 3= 10.4, JallylocH2cHcH2, 4= 16.7 Hz.

BCNMR (100 MHz, CDCls) § = 170.77 — 170.17 (CO), 133.87 (OCH2CHCH,), 118.52
(OCH,CHCH,), 102.24 (C1C), 100.08 (C1A), 99.53 (C1B), 94.41 (C1A), 74.86 (C5A), 74.43
(C4A), 72.90 (C3A), 71.29, 71.23, 71.13 (3C, C5A, C5B, C5C), 71.04 (C3A), 69.58 (C2A),
68.91 (C6A), 68.57 (OCH2CHCH;), 67.38, 67.31, 67.25 (3C, C4A, C4B, CAC), 61.47, 61.39,
61.10 (3C, C6A, C6B, C6C), 51.00 (C2A), 21.19 — 20.94 (CH3) ppm.
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Allyl-2-acetamido-2-deoxy-(3,4,6-tri-O-p-D-galactopyranosyl)-a-D-glucopyranosid [43]

OH
HO, on
- C27H46NO20 A
704.66 | "o
66 g/mo OH.—OH ?
- [o]2,=+695° (c0.4, H,0) B o .
HO Oo D
- Smp.: 203 °C (Zersetzung) OH ACHN
- Ri=005(CH:Cl2/ MeOH / H,0 7/ 35/ 0.6) oHOZ o N
- FAB: 770.5 [M+Na'] HO Cc
- wei3er, amorpher Feststoff HO

Die Durchfihrung entspricht AAV 5.

'H-NMR (400 MHz, D20) § = 5.90 (ddd, 1H, OCH-CHCHz), 5.30 (d, 1H, OCH,CHCH>),
5.22 (dd, 1H, OCH2CHCH>), 4.91 (d, 1H, H-1D), 4.60 (d, 1H, H-1B), 4.56 (t, 1H, H-1C),
4.38 (d, 1H, H-1A), 4.33 (vt, 1H, H-3D), 4.23 (d, 1H, H-6aD), 4.05 — 3.95 (m, 4H, H-2D, H-
4D, H-6bD, OCH,CHCH.,), 3.88 — 3.85 (m, 3H, H-4A, H-4B, H-4C), 3.80 — 3.48 (m, 15H, H-
2B, H-2C, H-3A, H-3B, H-3C, H-5A, H-5B, H-5C, H-5D, H-6aA, H-6bA, H-6aB, H-6bB, H-
6aC, H-60C), 3.50 (dd, 1H, H-2A), 1.99 (s, 3H, CHs) ppm.

\]lA,ZA = 79, ‘JlB,ZB = 79, 'JlC,ZC = 72, JlD,ZD = 32, J2A,3A = 94, J2D,3D = 98, ‘J3>D,4D = 101,

Jean,6bD = 10.1, JailylocH:cHCHz, 2 = 5.9, JallylocHcHCH:, 3= 10.4, JaiyiocHcHeH,, 4= 17.0 Hz.

BC-NMR (100 MHz, D,0) & = 174.59 (CO), 133.72 (OCH,CHCH,), 118.72 (OCH,CHCH,),
103.38 (C1A), 101.84 (C1B), 101.61 (C1C), 96.31 (CID), 73.93 (C4D), 72.02 (C3D), 69.14
(OCH>CHCH;), 69.06, 68.84, 68.68 (C4A, C4B, CAC), 67.51 (C6D), 61.39, 61.35, 61.31
(CBA, C6B, C6C), 53.80 (C2D), 22.33 (CHs) ppm.

Weitere *C-NMR-Si gnale, welche sich nicht zuordnen lassen:
76.00, 75.95, 75.47, 73.07, 72.82, 72.72, 70.94, 70.93, 70.75, 70.15 ppm.
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7. Gefahrenhinweise

Aceton
Acetonitril
Allylalkohol

Essigsdure (33 prozentig)

Chloroform
syn-Collidin
Dichlormethan
Diethylether

N,N-Dimethylformamid

Ethylacetat
Essigsaure
Essigsaureanhydrid
Ethanol

Fluorwasserstoff

Lithiumhydrid

M ethanol

1-Methylimidazol
Natriumhydrid

Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Petrolether (50/70)
Pyridin
Pyridinhydrochlorid

R-Sitze

11-36-66-67
11-23/24/25
10-23/24/25
36/37/38-50

22-38-40-48/20/22
10-22-36/38

40

12-19-22-66-67
61-E20/21-36
11-36-66-67

10-35

10-20/22-34

11

26/27/28-35

15-34

11-23/24/25-
39/23/24/25
21/22-34
15-34

45

12-65
11-20/21/22
22-36/38

111

S-Sitze

9-16-26
16-27-45
36/37/39-38
45-61
36/37/39-45
36/37

23.2
23.2-24/25-36/37
2-9-16-29-33
53-45

16-26-33
23.2-26-45
26-36/37/39-45
7-16
1-2-7/9-26-36/37
39-45
7/8-26-36/37/39
43-45
7-16-36/37-45

26-36-45
7/8-26-36/37/39
43.6-45
26-37/39-45
22-24/25
9-16-23.2-24-33-62
26-28.1

22

Gefahren-

symbole
F, Xi

FT
T,N

Xn
Xn
Xn
Xn, F+

F, Xi

T+ C

F,C

FT

F, Xn
F, Xn
Xn



Tert-Butyldiphenylsilyl -
chlorid
Titantetrachlorid
Trifluoressigsaure
Trimethylsilyltriflat

Toluol

14-20/21/22-29-34

14-34-36/37
20-35-52/53
10-34
11-20

112

8-26-36/37/38-45

7/8-26-45
9-26-27-28-45-61

16-25-29-33

F, Xn
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