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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Kohlenhydrate sind als grofte Naturstoffklasse neben den Lipiden, Proteinen
und Nucleinsauren von essentieller Bedeutung fir nahezu alle lebenden
Organismen. Wahrend die Strukturen und Funktionen der Nucleinsauren als Trager
der genetischen Information eingehend untersucht wurden, wurde den
Kohlenhydraten vergleichsweise wenig Aufmerksamkeit zuteil. In ihren klassischen
Funktionen dienen sie als Gerustsubstanz in Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren
(Cellulose, Proteoglycane, Chitin), als schnell mobilisierbare Energiequelle (Starke,
Glycogen), oder als Teile des Grundgeriists der RNA und DNA." Erst in jiingster
Vergangenheit wurde erkannt, dass Kohlenhydrate auch unabdingbare Bestandteile
verschiedener biologischer Prozesse sind®>. Die auf der extrazelluldren Seite der
Zellmembran anzutreffenden antennaren Oligosaccharid-Strukturen fungieren als
Informationstrager auf molekularer Ebene.* Obwohl sich Saugetiere in der Regel auf
den Einbau von hdéchstens acht Monosacchariden beschranken, ist aufgrund der
hohen Zahl mdglicher glycosidischer Verknupfungen dieser Monomere der Aufbau
von komplexen Strukturen moglich. Oligosaccharide vermdégen daher effizient die
riesigen Datenmengen, die fur verschiedenste Erkennungsprozesse auf der
Zelloberflache bendtigt werden, zu kodieren. Diese Erkennungsprozesse reichen von
interzelluldarer Kommunikation Uber SignallUbertragung, Zelladhasion, Infektion und

Zelldifferenzierung bis hin zur Zellentwicklung.>®’

In der Biosynthese von Oligosacchariden stellen Nucleosiddiphosphatzucker, im
Folgenden auch als Zuckernucleotide oder XDP-Zucker bezeichnet, die
Schliisselsubstanzen dar.® Als Substrate der Glycosyl-Transferasen sind XDP-
Zucker neben der Oligo- und Polysaccharidbiosynthese auch an der Biosynthese von
Uronsauren, verzweigt-kettigen Zuckern, Desoxyzuckern und Aminodesoxyzuckern
beteiligt. Des Weiteren spielen sie eine fundamentale Rolle in der Synthese der
Glycokonjugate, zu denen die Glycolipide sowie die Glycoproteine gehéren. XDP-
Zucker konnen strukturell in drei Untereinheiten eingeteilt werden; sie setzen sich
aus einem Glycosyl-Rest, einer Pyrophosphatbriicke und einem Nucleosid-Rest
zusammen. Das Pyrophosphat aktiviert den Glycosyl-Rest in enzymkatalysierten
Ubertragungsreaktionen, der Nucleosid-Rest dient Enzymen wie den Glycosyl-

Transferasen oder Isomerasen als zusatzliches Erkennungsmerkmal.
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Der erste identifizierte Stoffwechselvorgang, der die bedeutende Rolle der
Zuckernucleotide in der Saccharidbiosynthese zeigte, ist die Glycogenbiosynthese.®
Zum Aufbau des Glycogens wird zunachst Glucose durch die Glucokinase unter
Verbrauch von ATP selektiv am anomeren Zentrum phosphoryliert. Ein Phosphoryl-
Sauerstoff-Atom des Glucose-1-Phosphats greift dann das a-Phosphoratom von
Uridintriphosphat nucleophil an. Unter Freisetzung von Pyrophosphat wird die
Uridindiphosphat-Glucose gebildet. Dieses Zuckernucleotid dient letztlich als
aktivierter Glycosyldonor, die Glycosyleinheit wird auf die C4-OH Gruppe der
wachsenden Glycogenkette Ubertragen (Abb. 1).
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Abb. 1 Biosynthese des Glycogens
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Im Jahr 1970 erhielt LELOIR fir die mechanistische Aufklarung der
Glycogenbiosynthese und die Entdeckung der Zuckernucleotide den Nobelpreis fur
Chemie.™

Eine Vielzahl von Infektionen ist nach wie vor auf gramnegative Bakterien
zurtckzufihren, deren Bekampfung mit einer Reihe von Antibiotika durchgefuhrt
wird. Dennoch ist die Anzahl der Todesfalle nach septischem Schock bei
gramnegativen Infektionen beinahe konstant geblieben.' Das Molekiil, das diese
heftige Reaktion im Korper hervorruft, ist das Endotoxin oder die Lipoid-A-
Komponente der Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer  Bakterien.'?

Gramnegative Bakterien weisen im Gegensatz zu Grampositiven auf3erhalb der

Zellwand eine aus Phospholipiden, Proteinen und LPS zusammengesetzte Membran
auf (Abb. 2).

Lipopolysaccharida .
Protein

Ph holipid
Cell wall St

consists of thick

pepbdoglycan
layars

Thick outer layer
of lipoprotein and
lipopalysacchande

Plasma

Peptidoglycan
membrane :I sl

j |Plasma
membrane
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Zellwand eines grampositiven Bakteriums (links)

und eines gramnegativen Bakteriums (rechts)

Bei jeder Zellteilung wird ein kleiner Teil an LPS freigesetzt, groRere Mengen
gelangen jedoch bei der Autolyse nach dem Tod der Bakterien in den Korper. Viele
Antibiotika bewirken aber genau diese Autolyse der Bakterienzellen, wodurch zwar
die Lebendkeimzahl enorm reduziert wird, die Endotoxin-Ausschuttung aber zu einer
Verstarkung der Symptome der Sepsis fuhrt. Ein Ziel muss es also sein,
antibakterielle Wirkstoffe zu entwickeln, die wenig oder gar kein Endotoxin freisetzen.
Darlber hinaus zeichnen sich viele Pathogene mittlerweile durch Multiresistenz
gegen die gangigen Antibiotika aus, weshalb die Suche nach alternativen
Therapieansatzen von grofer Dringlichkeit ist. LPS bestehen aus einem

hydrophoben Anteil (Lipoid A) und einer hydrophilen Kohlenhydratkomponente.'® Der
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hydrophile Kohlenhydratanteil lasst sich in eine Kernregion und das O-Antigen
unterteilen, wobei die Kernregion den strukturell konservativen Teil und das polymere

O-Antigen einen hochvariablen Teil darstellt (Abb. 3).

n

Repeating unit Quter core Inner core

| 1 L |
O-antigen Core Lipid A
[ |

Polysaccharide

Abb. 3 Aufbau eines Lipopolysaccharides (LPS)

Die Biosynthese der Oligosaccharidkette der Kernregion wird mit Hilfe von
Glycosyltransferasen  bewerkstelligt. Die spezifischen  Glycosyltransferasen
verwenden XDP-Zucker als Glycosyldonoren und verlangern die wachsende
Oligosaccharidkette der Kernregion. AnschlieRend werden die Oligosaccharidkette
und das Lipoid A miteinander verbunden. Stort man nun aber die Biosynthese der
Oligosaccharidkette, kann es nicht zur Komplettierung der beiden Untereinheiten
kommen, wodurch die gesamte LPS-Biosynthese gehemmt ware. Die Inhibierung
bewirkt neben einer verringerten Viabilitat der Bakterien auch eine reduzierte
Freisetzung von Endotoxinen und stellt somit ein interessantes Ziel zur Entwicklung
neuartiger Antibiotika dar. Um dieses Ziel zu erreichen, mussen die Struktur und die
Funktionen der an der LPS-Biosynthese beteiligten Glycosyltransferasen eingehend
untersucht werden. Dazu mussen auch ihre Substrate, die

Nucleosiddiphosphatpyranosen, in ausreichender Menge zuganglich sein.
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2. Kenntnisstand

2.1. Biosynthese der NDP-Pyranosen

Als Substrate der Glycosyl-Transferasen sind die Zuckernucleotide bei nahezu allen
Glycosylierungen in biologischen Systemen beteiligt.”* Mit Ausnahme der
Erythrocyten besitzen alle Saugetierzellen die Fahigkeit zur Glycosylierung. Die
Glycosyl-Transferasen des Leloir-Weges'® setzen als Glycosyldonoren Nucleosid-
monophosphatpyranosen oder Nucleosiddiphosphatpyranosen um. Nicht-Leloir-
Transferasen verwenden Pyranosyl-1-phosphate als Donoren. Die bei Saugetieren
anzutreffenden Leloir-Glycosyl-Transferasen beschranken sich im Wesentlichen auf
acht Zuckernucleotide: UDP-GIc, UDP-GIcNAc, UDP-Gal, UDP-GalNAc, GDP-Man,
GDP-Fuc, UDP-GIcUA und CMP-NeuAc. Uber den Mechanismus der Glycosylierung
und den daran beteiligten Glycosyldonoren in Pflanzen und Bakterien ist

vergleichsweise wenig bekannt.

Die Mehrzahl der Zuckernucleotide des Leloir-Weges werden in vivo aus den
entsprechenden Glycosylmonophosphaten und Nucleosidtriphosphaten
zusammengefugt. Die Kupplung wird durch eine Zuckernucleosiddiphosphat-
Pyrophosphorylase katalysiert. Die Triebkraft der Reaktion ist die irreversible

Spaltung des freigesetzten Pyrophosphats durch die Pyrophosphatase (Abb. 4).
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Abb. 4 In Vivo Synthese der NDP-Zucker
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Andere Nucleosiddiphosphatpyranosen wie GDP-Fucose oder UDP-Glucuronsaure
werden durch weitere enzymatische Modifizierung erhalten. Die GDP-Fucose wird
aus GDP-Man mit einem NADPH-abhangigen Oxireduktase-Enzymsystem gebildet,
die UDP-Glucuronsaure wird durch Oxidation von UDP-GIc an C-6 mit der NAD-
abhangigen UDP-Glc-Dehydrogenase dargestellt. Eine weitere Ausnahme ist die
Nucleosidmonophosphatpyranose CMP-NeuAc, die in vivo direkt aus N-Acetyl-
Neuraminsaure und CTP synthetisiert wird. Die Reaktion wird von der CMP-NeuAc-
Synthase katalysiert, eine durch eine Kinase katalysierte initiale Phosphorylierung ist
nicht erforderlich. Auch hier wird das freigesetzte Pyrophosphat durch die

Pyrophosphatase unter Energiefreisetzung gespalten.
2.2. Literaturbekannte Synthesen von NDP-Pyranosen

Mit der Entdeckung ihres groflen pharmakologischen Potentials werden
Zuckernucleotide verstarkt in vitro synthetisiert. In der Fachliteratur findet sich eine
Reihe von Methoden zur Darstellung dieser Verbindungen. Nachfolgend werden die
wichtigsten chemischen, enzymatischen und chemo-enzymatischen Synthesen kurz
erlautert.

Die vorwiegend genutzte Synthesestrategie zur chemischen Darstellung der NDP-
Pyranosen basiert auf dem nucleophilen Angriff eines Pyranosyl-1-phosphats auf ein

aktiviertes Nucleotid unter Bildung der Pyrophosphat-Einheit (Abb. 5).

P
o (I) O§ (I)\O . Base
© ©
ﬂ OH OH(H)
o)
I OH
X/\I(\O 5 Base §/O o
I
+ HOY P
OH OH(H) %

Abb. 5 Synthesestrategie zur chemischen Darstellung von XDP-Zuckern
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Das Nucleotid kann durch verschiedene Austrittsgruppen A aktiviert werden. Die
Aktivierung wird in der Regel in Form geeigneter N-, S- und O-Nucleophile erzielt."
Als Beispiele fur diese Austrittsgruppen sind Phosphorsaureamide® (Morpholidat 10,
Imidazolid 11), Phosphorséureanhydride17' (Diphenylphosphat 14, Thiodiphenyl-
phosphat 15), oder Phosphorséureester'® (Alkylsulfid 12, a-Pyridyl 13) zu nennen
(Abb. 6).19%°

o)
1
= - —N O —N"N\ —SC,H
A/I\O Base A= ) g/N 2H5
OH 0 10 1 12
OH OH(H) ) o)
—0___N - P
N —O07 1 0Ph —O7 | ~OPh
| P Ph Ph
13 14 15

Abb. 6 Aktivierung eines Nucleosids als Phosphorsaureamid, -anhydrid, und —ester

In den vergangenen Jahren wurde die chemische Synthese ausgehend von
Nucleosidphosphormorpholidaten am intensivsten genutzt.?"?2%2* Mofatt und
Khorana setzen das jeweilige Nucleosid-5’-phosphormorpholidat, welches als N,N’-
Dicyclohexylcarboxamidinium-Salz vorliegt, mit einem ungeschitzten Pyranosyl-1-

phosphat zur gewlinschten NDP-Pyranose um (Abb. 7).

1 OH
//\N -P~o Base Pyranosyl-1-P &/ 0 0 0

o) ‘ w -
0 o] Pyridin, Rt, 5d N I Il
\J e > HO - P\ - P\ Base

5-25 % o1 010

[Oj OH  OH(H) o ©
OH OH(H
N (H)
@

C6H11_H ”_C6H11

Abb. 7 Die Phosphormorpholidat-Methode

Aufgrund der haufigen Verwendung der Methode und der hohen Stabilitdt des
Morpholidats ist dieses mittlerweile in Form des N,N’-Dicyclohexylcarboxamidinium-
Salzes fur die Nucleotide AMP, CMP, GMP und UMP kommerziell erhaltlich. Die
Ausbeute der Morpholidat-Kupplung ist mit 5-25 % allerdings sehr niedrig, zudem
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sind die Reaktionszeiten sehr lang. Neuere Arbeiten beschreiben Verbesserungen

dieses Verfahrens durch den Einsatz von 1H-Tetrazol als Katalysator.?®

Kosma et al. verwendeten infolge der schlechten Loslichkeit des ungeschutzten
Pyranosyl-1-phosphats in Pyridin ein O-acetyliertes Heptosyl-1-phosphat 42 in Form
des I8slichen Monotriethylammoniumsalzes.?®® Auf diese Weise konnte das
entsprechende Zuckernucleotid in 90% Ausbeute nach Reinigung durch
Anionenaustauschchromatographie erhalten werden. Die fur die Kupplung bendtigte
Reaktionszeit wurde von den Autoren nicht angegeben. Die anschlieRende basische

Deacetylierung ergab mit 99 % Ausbeute das Zuckernucleotid 44 (Abb. 8).

NH,
AcO
0 N NN
AcO OAc L < |
/P\ /)
AcO - (\N 6. ° "N
C
AcO o * o % 0
0" ™o
42 Op  &HNEt 43 OH OH
HO
1.) Pyridin HO OH NH;
-0
2) MeOH/H,O/ELN 0 o /N N
B HO I I < | /)
/P\ /P\ N N
07 1~07 170 o
% %
44 OH OH

Abb. 8 Synthese von Zuckernucleotiden nach Kosma et al.

Diese beachtliche Ausbeute, die offensichtlich durch die bloRe Verwendung von
Acetyl-Schutzgruppen erreicht wird, konnte allerdings im Rahmen dieser Arbeit unter

analogen Reaktionsbedingungen (s. S. 74) nicht nachvollzogen werden.

Ohrlein et al. beschreiben ein Morpholidat-aktiviertes Nucleosid (GMP) als ein
reaktionstrages Reagenz zum Einsatz in der Zuckernucleotidsynthese. Des Weiteren
wurde wahrend der Kupplung das Auftreten vieler Nebenprodukte beobachtet, die

nur schwer zu entfernen waren.?” Daher wurde Guanosinmonophosphat 16 mit N,N’-
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Carbonyldiimidazol (CDI) zur Reaktion gebracht, um in situ ein reaktives

Imidazolylphosphat 17 zu generieren (Abb. 9).

(0] (0]
N N
NH NH
o) 4 o) 4
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- 2 2
0 (I)HO CDI, DMF, (\N (I) 0
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@ —_— N
OH OH OH OH
16 17

Abb. 9 Reaktives Guanosinmonophosphorimidazolat 17

Die anschlieBende Kupplung mit vollstandig acetylierten Glycosyl-1-phosphaten
liefert die entsprechenden NDP-Pyranosen in 35-94 % Ausbeute. Ein Nachteil dieser
Methode ist die lange Reaktionszeit von 50 h, die weder durch Temperaturerhhung
noch durch Ultraschall verkirzt werden konnte. Die Aufreinigung erfolgt durch
Zersetzung der Monophosphate mit Phosphatase (CIAP, EC 3.1.3.1) und
anschliellender Ausfallung aus Ethanol. Da die synthetisierten Zuckernucleotide laut
Ohrlein et al. nicht ausreichend basenstabil sind, wird die Abspaltung der
Acetylgruppen ebenfalls enzymatisch (Acetylesterase EC 3.1.1.6) durchgefuhrt. Die
Basenlabilitat der Zuckernucleotide konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit sowie in
neueren Arbeiten anderer Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden.?® Der Einsatz von
Enzymen ist ebenfalls als nachteilig anzusehen wenn man die Kosten der chemo-

enzymatischen Synthese mit denen der rein chemischen Synthese vergleicht.

Einen ahnlichen Weg zur Darstellung von Zuckernucleotiden wahlen Kodama et al.,
die nicht das Nucleotid sondern die phosphorylierte Hexose mit N,N’-
Carbonyldiimidazol in situ aktivieren.?® Die Ausbeuten sind mit durchschnittlich 30%
mit denen der Morpholidat-Methode vergleichbar, die Methode kann sich aber als
geeignet erweisen, falls unnatirliche Nucleotide, deren synthetischer Zugang

langwierig und/oder schwierig ist, umgesetzt werden.

Eine weitere in situ Aktivierung des Nucleotids zur Darstellung von NDP-Pyranosen
wurde von Borch et al. publiziert.?*® Durch hydrogenolytische Abspaltung der

Benzylgruppe des Phosphoramidats 18 in THF wird intermediar das reaktive
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cyclische Zwitterion 19 gebildet. Dieses wird dann von B-D-Glucose-1-phosphat
nucleophil angegriffen, das gewtinschte Zuckernucleotid 20 entsteht nach 1 Stunde

in Pyridin bei Raumtemperatur (Abb. 10).
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B-D-Glc-1-P, Pyridin, OH (I? (I? | NH
TBAC, Rt, 1h HO O P_ P ,g
] ~ THo 0”107 170 N
2 NH,
20 ® OH

Abb.10 Synthese eines Zuckernucleotids nach der Methode von Borch et al.

Zur Erhoéhung der Loslichkeit des Pyranosylphosphats wird der Reaktion TBAC
zugesetzt. Die Aufreinigung und Isolierung erfolgt mit
lonenaustauschchromatographie und RP-18 Chromatographie, dTDP-3-D-Glc 20
wird in 77 % (bezogen auf B-D-Glucose-1-phosphat) gewonnen. Das im Anhang der
Publikation abgebildete *'P-Spektrum zeigt jedoch noch Verunreinigungen im
Bereich von 0 ppm, die vermutlich von nicht vollstandig abgetrennten
Monophosphaten herrihren. Als Vorteile dieser Methode sind die bemerkenswert
kurze Reaktionszeit sowie der Verzicht auf Schutzgruppen zu sehen. Das
Phosphoramidat 18, welches in 2.5-fachem Uberschuss eingesetzt wird, muss

allerdings zuvor in einer neunstufigen Synthese dargestellt werden.

Die NDP-Halogenose Methode zur Synthese von NDP-Zuckern geht auf Hindsgaul et
al. zuriick.*>*" Hierbei wird das Monosaccharid durch Einfiihrung eines Halogenids
am anomeren Zentrum gegenuber einem nucleophilen  Angriff des
Nucleosiddiphosphats aktiviert.>? Durch Umsetzung des per-O-
Benzylglycopyranosylbromids 21 mit dem Tetra-n-butylammoniumsalz von UDP

entsteht die entsprechende NDP-Pyranose 22, die allerdings als nicht trennbares
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Anomerengemisch vorliegt. Die benzylierten Produkte lieRen sich nach der Kupplung
ohne Zersetzung Uber Kieselgel reinigen und anschlielend durch katalytische
Hydrierung entschiutzen, ohne dass die Doppelbindung in der Base des Nucleosids
angegriffen wurde (Abb. 11).

1 ) CzozBrz, DMF,

OBn Rt, 0.5h OH
OBn 2) UDP (NBu,), OH Ny
O CH,Cly, Rt, 2-5h O o 0 | /J%
BnO HO _P___P
OBR“OH  3) H,, Pd(OH),/C, oOH™0” 107 10 N~ ~O
MeOH, Rt, 3-6h Oy Og o
21 10-30 % 22

Abb. 11 Zuckernucleotidsynthese nach der Halogenose-Methode

Auch in diesem Fall sind die Ausbeuten mit 10-30 % moderat, obwohl die Umsetzung
zum Zuckernucleotid nur 3-5 Stunden bendtigt. Die Frage, ob Glycosyltransferasen
durch a/f Anomerengemische des Substrates inhibiert werden, ist noch ungeklart.
Falls die Glycosyltransferase durch das falsche Anomer inhibiert wird, mussten die
Zuckernucleotide anomerenrein synthetisiert werden. Die Darstellung der
Zuckernucleotide nach der NDP-Halogenose Methode ware folglich ungeeignet, da

keine Kontrolle der Stereochemie am anomeren Zentrum erfolgt.

Die Vorteile einer enzymatischen Synthese der NDP-Pyranosen sind die hohe Regio-
und Stereospezifitat der Reaktion sowie der Verzicht auf Schutzgruppen. Die
enzymatische Synthese ist inzwischen fur nahezu alle natirlichen Zuckernucleotide
méglich, auch wenn sie teilweise sehr aufwendig und kostenintensiv sind.***** Thiem
et al. publizierten beispielsweise den enzymatischen Zugang zur GDP-Fucose.*
Analog zur Synthese in biologischen Systemen wird die Fucose in vitro durch die
Fucokinase selektiv. am anomeren Zentrum phosphoryliert. Die Fucokinase
verbraucht dabei ATP. Das entstandene ADP wird durch die Pyruvatkinase unter
Verbrauch von Phosphoenolpyruvat und Freisetzung von Pyruvat wieder zum ATP
umgesetzt. Der Cofaktor Phosphoenolpyruvat kann sowohl chemisch aus Pyruvat als
auch enzymatisch aus D-3-Phosphoglycerat hergestellt werden. Die erfolgte
Nachbildung des ATP ermdglicht dessen Einsatz in geringen Mengen, die Ausbeute
des Glycosylphosphats lasst sich so auf bis zu 80 % steigern. Das Fucose-1-

phosphat wird schlieBlich durch die GDP-Fucose Pyrophosphorylase unter
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Verbrauch von GTP zur GDP-Fucose umgesetzt. Das dabei entstehende
Pyrophosphat wird durch die anorganische Pyrophosphatase gespalten. Eine
Ausbeute von 32% der NDP-Pyranose 25 ist nicht zufrieden stellend wenn man den
Aufwand durch den Einsatz der beteiligten Enzyme mit teilweise hohen
Anschaffungskosten bedenkt (Abb. 12).

w Fucoklnase woPos

ATP ADP

v/’\Pyruvatklnase GTP GDP-Fucose
Pyruvat PEP > Pyrophosphorylase
PP;
(0]
LY
O NH

Abb. 12  Enzymatische Synthese der GDP-Fucose

Mit der mittlerweile kommerziell erhaltlichen UDP-Glucose Pyrophosphorylase sind
Synthesen von UDP-Glucose und UDP-Glucuronsaure im praparativem Malistab
modglich. Der Nachteil einer enzymatischen Synthese besteht trotzdem in der im
allgemein begrenzten Verfugbarkeit der Enzyme durch Isolierung aus natlrlichen
Quellen oder durch Klonierung.*®*" Zum anderen verhindert der Mangel an einer
generell anwendbaren enzymatischen Synthesemaoglichkeit, besonders in Bezug auf

nicht nattrliche Donorsubstate, den Fortschritt dieser Methode.>®

Aufgrund der grof3en biologischen Bedeutung der Zuckernucleotide sind zahlreiche
Synthesen dieser Verbindungsklasse publiziert worden. Die enzymatischen und
chemoenzymatischen Methoden sind allerdings nur fur die Synthese naturlicher
Zuckernucleotide in Betracht zu ziehen, bei denen die entsprechenden Enzyme
verfugbar sind. Auch wenn diese Voraussetzung erfillt ist, bleiben die Nachteile des
teilweise hohen Aufwands und der Darstellung geringer Mengen trotzdem bestehen.

Die rein chemischen Synthesen erfolgen in der Regel mit schlechten Ausbeuten von
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5-30 %. Die wenigen Ausnahmen,”? die mit lediglich geringen Anderungen der
Morpholidatreaktion sehr gute Ausbeuten erzielen, sind oftmals nicht reproduzierbar.
Eine neue, einfache und zuverlassige Syntheseroute zur Darstellung von XDP-
Zuckern ist daher notwendig. Die in unserer Arbeitsgruppe entwickelten cycloSal-
Nucleotide stellen als Phosphorsaureaktivester aussichtsreiche Schlussel-

verbindungen flir diese neue Syntheseroute dar.
2.3. Das cycloSal-Konzept

Obwonhl diverse Konzepte fur die Synthese von Zuckernucleotiden aus der Literatur
bekannt sind, bleibt die Verknupfung von Nucleotid und Glycosyl-1-Phosphat nach
wie vor problematisch. Die geringe Loslichkeit und Reaktivitat der Reaktanden,
einhergehend mit langen Reaktionszeiten, erschweren die Darstellung der NDP-
Pyranosen. Einen neuen Zugang zu dieser wichtigen Naturstoffklasse konnte das
cycloSal-Konzept bieten. Dieses wurde urspringlich 1996 von C. Meier et al. als
Prodrug-Konzept zur Erhdhung der Wirksamkeit biologisch relevanter Nucleotide

entwickelt.>®

Viele Nucleosid-Analoga spielen als Wirkstoffe zur Chemotherapie viraler
Erkrankungen eine herausragende Rolle. Nucleosidische Reverse-Transkriptase
Inhibitoren gehoérten zu den ersten Medikamenten zur Bekampfung der
Immunschwachekrankheit AIDS. Derzeit kommen unter anderem 3’-Azido-2’,3'-
didesoxythymidin (Retrovir®, AZT), 2’,3-Didesoxy-2’,3'-didehydrothymidin (Zerit®,
d4T), 2’,3-Didesoxycytidin (Hivid®, ddC) und 2’,3-Didesoxyinosin (Videx®, ddl)
klinisch gegen das HI-Virus zum Einsatz. Neben der Verwendung als HIV-
Medikamente werden Nucleoside ebenfalls erfolgreich gegen Herpes-Infektionen wie
Herpes-simplex Typ-l (Zovirax®, Acyclovir) oder Giirtelrose (Brivudin®, BVDU))
eingesetzt (Abb. 13).
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Abb. 13  Antiviral aktive Nucleosid-Analoga

Zu beachten ist, das die oben dargestellten Nucleosid-Analoga ihre biologische
Wirkung erst als 5-Nucleosidtriphosphate entfalten. Die Phosphorylierungs-
reaktionen werden meist durch zelleigene Kinasen durchgefuhrt, die mit den
Substratanaloga allerdings nur ineffizient arbeiten. Wie im Falle des d4T ist haufig die
erste Phosphorylierung zum Nucleosid-Monophosphat der limitierende Schritt,
wohingegen die nachfolgenden Reaktionen zumindest eine geringere
Beeintrachtigung der enzymkinetischen Parameter aufweisen. Ein Ansatz zur L6sung
dieses Problems ist die direkte Applikation der 5’-Monophosphate (Kinase-Bypass,
Abb. 14).

d4TMP

. Nucleosid-
Thymidylat diphosphat
Kinase Kinase

....... > d4TMP —————> d4TDP ————> d4TTP

biologisch
aktiv

Abb. 14  Schematische Darstellung des Pronucleotid-Konzeptes am Beispiel von d4T
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Allerdings sind die zweifach negativ geladenen Verbindungen nicht ausreichend
lipophil um die Zellmembran in Ermangelung geeigneter Transportproteine passiv zu
passieren. Zudem werden derartige Molekule durch nichtspezifische Phosphatasen
im Blut schnell dephosphoryliert, wodurch sie im Organismus nur eingeschrankt
verfugbar sind. Daher werden so genannte Prodrugs (hier: Pronucleotide) verwendet,

in denen die negativen Ladungen maskiert sind.

Die Besonderheit des cycloSal-Konzeptes ist, das es im Gegensatz zu anderen
Pronucleotid-Systemen ohne eine enymatisch katalysierte Aktivierung und ohne
einen zweiten Aktivierungsschritt auskommt. Die Maskierung erfolgt mit einem
Salicylalkohol-Derivat, das mit dem Nucleosidmonophoshat zweifach cyclisch
verestert ist. Der aromatische Ring verleiht diesen Phosphattriestern eine
ausreichende Lipophilie um die Zellmembran passiv zu passieren. In Abb. 15 ist das

Grundgerist eines cycloSaligenyl-Nucleosidmonophosphats  (cycloSal-NMP)

dargestellt.
6 , 7
5| AN o)
0
X %
4 20" ™ONucleosid

X =H, OMe, NO,, Alkyl, Hal
Abb. 15  Struktur eines cycloSal-Nucleotids mit Nummerierung der Kohlenstoffatome

An dieser Stelle sei kurz darauf hingewiesen das die Nomenklatur des cycloSal-
NMPs, nachfolgend auch als cycloSal-Nucleotid oder cycloSal-Triester bezeichnet,
nicht den IUPAC-Regeln folgt.*® GemaR diesen Regeln miissten die Salicylalkohol-
Derivate als 2-(Hydroxymethyl)-phenole bezeichnet werden, die cycloSal-Nucleotide
und deren Vorlaufer mussten nach der Heterocyclen-Nomenklatur benannt werden,
was schnell zu komplizierten Namen fluhren wirde. Die Nummerierung der
Kohlenstoffatome in der Aryleinheit zur Angabe des Substitutionsmusters erfolgt
ebenfalls nicht entsprechend der IUPAC-Regeln sondern so wie in Abb. 13

angegeben.

Die chemische Differenzierbarkeit der einzelnen Phosphatesterbindungen*' des

cycloSal-Nucleotids ermdglicht eine hochselektive Freisetzung des Nucleotids.*?
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In anderen Pronucleotidkonzepten bereitet der intermediar gebildete Phosphatdiester
in Bezug auf eine weitere Hydrolyse enorme Schwierigkeiten.**** Im Fall des
cycloSal-Konzeptes gelingt eine vollstandige Abspaltung der cyclischen Maske durch
eine gekoppelte Spaltung der Phenyl- und der Benzylesterbindung des
Phosphattriesters. Der Hydrolysemechanismus, der anhand von NMR-Spektroskopie

und Massenspektrometrie aufgeklart wurde,* ist in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16  Hydrolyseweg von cycloSal-Phosphattriestern

Die Abspaltung erfolgt nach einem pH-abhangigen Kaskadenmechanismus, dem
zwei Hydrolyseschritte zugrunde liegen. Im ersten Schritt wird selektiv die
phenylische Phosphatesterbindung gespalten. Ausschlaggebend ist hierbei der
Anstieg des pH-Wertes beim Ubergang ins Cytosol. Die phenylische
Phosphatesterbindung stellt die labilste der drei Phosphatesterbindungen dar, da ihre
Spaltung zu einem mesomeriestabilisierten 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 33
fuhrt.  Durch den Bindungsbruch wird der schwache Donorsubstituent
(Phosphatestergruppe) in einen starken Donorsubstituent (Hydroxylgruppe)
umgewandelt. Diese Umpolung im Aromaten induziert die spontane Spaltung der
benzylischen C-O Bindung, was die Freisetzung des Nucleotids zur Folge hat. Der
Salicylalkohol 35 wird nach Reaktion mit Wasser zurickgewonnen. Die
Salicylalkohole wurden auf ihr biologisches Potential getestet und zeigten weder
antivirale Aktivitat noch Cytotoxizitat. Mit in vivo Studien an Mausen wurde die

toxische Unbedenklichkeit ebenfalls belegt.
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Aus der alternativen, die Hydrolyse einleitenden Spaltung der Benzylesterbindung
wurde entsprechend ein 2-Hydroxymethylphenylphosphatdiester 34 resultieren.
Dieser Schritt ist jedoch eher unwahrscheinlich, da die Phosphatestergruppe als sehr
schwacher Donor-Substituent in ortho-Position zum Benzylester dessen Hydrolyse
stark verlangsamt. Aufgrund der negativen Ladung an der Phosphatgruppe des
Phenylphosphatdiesters 34, ist dieser gegenuber einem erneuten Angriff eines
Hydroxidions inert. Eine Freisetzung des Nucleotids auf diesem Weg ist daher nicht

moglich.

Die zellulare Aufnahme der cycloSal-Nucleotide konnte mit Hilfe radioaktiv-markierter
cycloSal-Phosphattriester zweifelsfrei nachgewiesen werden. Auch die Erhdhung der
antiviralen Aktivitat wurde mehrfach bestatigt. Das cycloSal-Konzept wurde
erfolgreich auf das Nucleosid-Analogon d4T angewendet (Thymidin-Kinase-(TK)-
Bypass).*® Ferner wurde in weiteren Projekten der Adenosin-Desaminase-(ADA)-
Bypass fiir das Nucleosid-Analogon ddA*’ und seine Derivate d4A,*® und 2’-Fluor-
ara-ddA*® verwirklicht. Fiir ddA konnte durch Anwendung der cycloSal-Methode die
antivirale Aktivitat um das 100-fache gesteigert werden, im Fall von d4A stieg diese
sogar um das 600-fache. Mit Hilfe des cycloSal-Konzeptes konnte sogar das inaktive
Nucleosianalogon 2’-Fluor-ribo-ddA in eine anti-HIV aktive Verbindung Uberflhrt
werden.>® Weiterhin gelang es ebenfalls durch die cycloSal-Maskierung von Brivudin
(BVDU) eine gegen das Epstein-Barr-Virus (EBV) aktive Verbindung zu generieren,
wohingegen das unmaskierte Nucleosid-Analogon als Referenz vollkommen inaktiv
gegen EBV ist.°"®? Am Beispiel des Acyclovirs konnte gezeigt werden, dass die
Resistenzbildung bei einer cycloSal-Maskierung verhindert werden kann, so dass
diese Derivate sogar gegen Acyclovir-resistente Virusstdmme die volle Aktivitat

zeigen.>®>*

Analog der cycloSal-Maskierung von biologisch aktiven Nucleotiden zur
Gewahrleistung der Membrangangigkeit gelang es, auch lipophile cycloSal-Mannose-
1-phosphate in Zellen zu schleusen und dort Mannose-1-phosphat freizusetzen.
Mannose-1-phosphat kénnte potentiell als Therapeutikum flr die erbliche
Stoffwechselerkrankung CDG la (Congenital Disorder of Glycosylation) bei Kindern
dienen.®® Der dieser Krankheit zugrunde liegende Gendefekt filhrt zu einer Defizienz

des Enzyms Phosphomannomutase 2 (PPM 2), was wiederum die Umwandlung von
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Mannose-6-phosphat zu Mannose-1-phosphat erheblich beeintrachtigt. ° Der Mangel
an Mannose-1-Phosphat fihrt zur verminderten Bildung von GDP-Mannose, zum
daraus resultierenden Aufbau unvollstandiger Kohlenhydratstrukturen und schlief3lich
zum frihen Tod der betroffenen Patienten. In vitro Tests unter Verwendung von
Patientenzellen deuten darauf hin, dass die Applikation von 3-Me-cycloSal-2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-a-D-mannose-1-phosphat 36 zu  einer  Vollkorrektur  der

Hypoglycosylierung fiihrt (Abb. 17).%’
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Abb. 17  Struktur von 3-Methyl-cycloSal-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-Man-1-phosphat 36

Auch hier wird die kontrollierte Abspaltung durch chemische Hydrolyse der cycloSal-
Maske durch die Freisetzung von Mannose-1-Phosphat belegt. Die
Acetylschutzgruppen, die vermutlich auch einen Teil zum passiven
Membrantransport  beitragen, werden durch Carboxyesterasen intrazellular

abgespalten.
2.4. Synthetisches Potential des cycloSal-Konzepts

Neben der biologischen Anwendung des cycloSal-Konzeptes zur intrazellularen
Freisetzung verschiedener phosphorylierter Wirkstoffe konnten diese cycloSal-
Verbindungen auch als aktive Phosphat-Donatoren zur Synthese von Phosphat-
Konjugaten, wie beispielsweise den NDP-Pyranosen, genutzt werden. Entscheidend
ist, dass die Methode nicht auf einer enzymatischen Aktivierung beruht. Die cycloSal-
Maske wird im Fall der Pronucleotide in einer chemisch induzierten
Kaskadenreaktion durch nucleophilen Angriff von Hydroxidionen auf das
Phosphoratom gespalten. Es hat sich gezeigt, dass an Stelle der Hydroxidionen auch
andere Nucleophile zu dieser Spaltung befahigt sind. Als Ergebnis wurde sich dann
nicht das Nucleosidmonophosphat sondern - je nach eingesetztem Nucleophil - der

entsprechende  Nucleosidphosphatdiester  bilden. Wie  bereits fur die
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Nucleosidmonophosphate erfolgt, ware auch hier eine Synthese im groéReren
Malstab vorstellbar.

Um die cycloSal-Nucleotide synthetisch nutzen zu konnen, mussen die
Hydrolysehalbwertszeiten der Verbindungen weitestgehend verringert werden, um
lange Reaktionszeiten zwischen dem Nucleotid und dem entsprechenden Nucleophil
zu vermeiden. Die Elektrophilie des Phosphoratoms und damit das
Hydrolyseverhalten des cycloSal-Phosphattriesters kann Uber den bzw. die

Substituenten im cycloSal-Fragment gesteuert werden.
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Abb. 18  Struktur-Aktivitatsbeziehungen von cycloSal-d4TMPs

Bezuglich der Nutzung der cycloSal-Verbindungen als Prodrugs ist eine langsame
Hydrolyse erstrebenswert, damit der Wirkstoff nach der Applikation zu seinem
spezifischen Wirkort im Korper gelangen kann. Die Herabsetzung der
Hydrolysegeschwindigkeit wird durch Donor-Substituenten in ortho- oder para-
Stellung zur Phenylphosphatester-Bindung bewerkstelligt. Die Donor-Substituenten
konnen die Phenylphosphatester-Bindung stabilisieren und verlangsamen dadurch
die Reaktionsgeschwindigkeit der Initialreaktion, die cycloSal-Ring6ffnung. Ein
Beispiel fur diesen Zusammenhang ist die Verdopplung der Hydrolysehalbwertszeit
der Verbindung 3-Methyl-cycloSal-d4TMP im Vergleich zur unsubstituierten Referenz
cycloSal-d4TMP in einem wassrigen Phosphatpuffer bei einem physiologischen pH-
Wert von 7.3. Werden Acceptor-Substituenten, wie beispielsweise das Chlor-Atom
eingesetzt, verringern sich die Halbwertszeiten in diesem Puffersystem deutlich.
Durch einen Acceptor-Substituenten im cycloSal-Fragment in ortho- oder para-
Stellung zur phenylischen Phosphatesterbindung wird das nach dem Bruch

entstehende Phenolatanion stabilisiert, wodurch sich die Reaktionsgeschwindigkeit
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erhoht. Die Hydrolysen der beschriebenen Verbindungen sind in verschiedenen

Puffersystemen durchgefiihrt worden (Tab. 1).

cycloSal- TRIS-Puffer Phosphat-Puffer Borat-Puffer
Substituent pH 6.9, 30 mM pH 7.3, 30 mM, pH 8.9, 30 mM,
X t12 [N] t1/2 [N] t1/2 [h]
5-Cl 6.4 0.7 0.3
H 24.5 4.5 1.1
3-Me 68.5 10.2 1.5

Tab.1 Hydrolyseverhalten substituierter cycloSal-d4TMPs in unterschiedlichen wassrigen

Puffersystemen bei 37 °C

In allen untersuchten Puffersystemen zeigte sich die Abnahme der Halbwertszeit von
donor-substituierten- Uber unsubstituierten- bis hin zu acceptorsubstituierten-
cycloSal-Nucleotiden. Im Fall des 5-Chlor-cycloSal-d4TMPs und weiteren
acceptorsubstituierten Verbindungen konnte neben dem zu erwartenden d4T-
Monophosphat ein weiteres Hydrolyseprodukt detektiert werden, welches aufgrund
seines zeitabhangigen Abbaus und seiner Retentionszeit dem intermediar gebildeten
Benzyl-d4T-Diester 38 (s. S. 18) zugeordnet werden konnte. Bei donor-substituierten
Verbindungen wurde dieses zusatzliche Hydrolyseprodukt nicht detektiert.
Demzufolge sollte der erste Hydrolyseschritt des donor-substituierten cycloSal-
Nucleotids zum 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 38 geschwindigkeitsbestimmend
sein, wohingegen flr die acceptor-substituierten Varianten entsprechend der zweite
Schritt vom 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 38 zum d4T-Monophosphat
geschwindigkeitsbestimmend ist. Der Anteil an unerwunschtem
Phenylphosphatdiester ist daher bei der Hydrolyse von acceptorsubstituierten

cycloSal-Verbindungen vergleichsweise gering.

Die Hydrolyse von 3-Methyl-cycloSal-d4TMP in wassrigem Phosphatpuffer wurde
mittels 3'P-NMR-Spektroskopie verfolgt. Im tieffeldverschobenen Bereich des *'P-
NMR-Spektrums befinden sich wie erwartet die Signale des Phosphatpuffers sowie
das Hauptprodukt der Hydrolyse, das d4T-Monophosphat. Unter gewissen
Bedingungen konnte allerdings auch die Entstehung geringer Mengen an d4T-

Nucleosiddiphosphat beobachtet werden. Die Phosphationen konkurrieren folglich
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mit den Hydroxidionen, obwohl diese in deutlichem Uberschuss vorhanden sind
(Abb. 19).
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Abb. 19  Hydrolyse von 3-Me-cycloSal-d4TMP in wassrigem Phosphatpuffer

Der Anteil an gebildetem Diphosphat hangt hierbei von der Konzentration des
Phosphatpuffers sowie vom pH-Wert der Reaktionslosung ab. Wahrend in einer
schwach sauren 25 mM Phosphatpufferldsung noch kein Diphosphat gebildet wird,
steigt der Anteil dieses Nebenproduktes stetig mit steigender Phosphat-
pufferkonzentration und steigendem pH-Wert. Die Ergebnisse spiegeln die
bestehende Korrelation zwischen den pK-Werten der Phosphate und dem
prozentualen Anteil an gebildetem Diphosphat wieder. So konnte in einem schwach
alkalischen 50 mM Phosphatpuffer-System bei pH 8.3 die Bildung von 10 Prozent
des Diphosphats festgestellt werden (Tab. 2).

Konzentration Puffer 25 mM 25 mM 50 mM 50 mM
pH 55 7.3 7.3 8.3
% Diphosphat -- 6 9 10

Tab. 2 Abhangigkeit der d4T-Diphosphat-Bildung von der Phosphatpufferkonzentration
und des pH-Wertes
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Die *'P-NMR spektroskopischen Beobachtungen wéhrend der Hydrolyse von 3-
Methyl-cycloSal-d4TMP zeigen, dass cycloSal-Nucleotide nicht nur durch
Hydroxidionen sondern auch durch Phosphationen gespalten werden kdnnen.

Diese Tatsache wurde auch in den Arbeiten von S. Warnecke bestatigt, die
verschiedene cycloSal-Nucleotide zu den entsprechenden Nucleosiddi- und
triphosphaten umsetzte (Abb. 20).°8

N o, (NBuHPO, § @
X0 _ P// - O—P—0—P—0ONucleosid
o~ mONucIeosid ('3 (')
o° o
N 0
| I I I
SO (NBUa)sHP2O7 ©0~P~0~P~0~P—ONucleosid
0~ ™ONucleosid
0% 00 o0

Abb. 20  Synthese von Di- und Triphosphaten ausgehend von cycloSal-Nucleotiden

Die Synthese der Phosphate erfolgte hierbei im Labormalistab, es konnten

Ausbeuten von bis zu 55 % erzielt werden.

Des Weiteren wurde Natriummethanolat als Nucleophil eingesetzt, die
dunnschichchromatographische Reaktionsverfolgung ergab eine vollstandige
Umsetzung des cycloSal-Triesters 40 bereits nach 30 Minuten. Das entsprechende
Nucleosid-5’-methylphosphat konnte in einer Ausbeute von 51 % erhalten werden
(Abb. 21).

Cl (I)O \f‘\NH ) \kaH
7,
_PZ N/go I N/&O
o 0 NaOCH3, MeOH HCO—P—0
o) - o 0
51 % ©
40 OAc 41 OH

Abb. 21 Nucleophile Offnung des cycloSal-Triesters 40 durch Natriummethanolat

Die Erkenntnis, dass neben Hydroxidionen weitere Nucleophile zur Ring6ffnung in

den cycloSal-Nucleotiden befahigt sind, Iasst darauf schlielRen, dass diese cycloSal-
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Phosphattriester als Aktivester zur Bildung diverser biologisch relevanter Phosphat-
Konjugate fungieren kénnten. In der hier vorliegenden Arbeit sollte der Fokus auf die

Synthese der Nucleosiddiphosphatpyranosen gelegt werden.
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3. Aufgabenstellung

Im Hinblick auf die enorme biologische Bedeutung der Nucleosiddiphosphatzucker ist
eine effiziente chemische Synthese dieser Verbindungen wilnschenswert. Seit
einigen Jahren werden cycloSal-Nucleotide erfolgreich als lipophil maskierte
Nucleosidmonophosphat-Prodrugs eingesetzt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollten diese cycloSal-Nucleotide alternativ eine Anwendung als reaktive

Phosphatdonatoren in der Nucleosiddiphosphatzucker-Synthese finden.

Die Aufgabe bestand darin, cycloSal-Triester mit verschiedenen Pyranosyl-1-
phosphaten umzusetzen. Anfangs sollte das neuartige Verfahren mit 3-D-Glucose
und 2’-Desoxythymidin als Modellsystem untersucht werden. Fur den Fall dass sich
die cycloSal-Nucleotide als geeignete Vorlaufer zur Darstellung der XDP-Zucker
herausstellen, sollte die neue Synthesemethode hinsichtlich verschiedener
Reaktionsparameter, wie z. B. des LOsungsmittels und der Reaktionstemperatur,
optimiert werden. Zudem galt es, den Einfluss der Substituenten im cycloSal-Rest
sowie den Einfluss des Gegenions des Pyranosyl-1-Phosphates auf die Ausbeuten

und die Reaktionszeiten zu untersuchen.

AbschlieBend sollte  CDP-6d-B-D-Gulose, welche flr Lipopolysaccharid-
Biosynthesestudien bendtigt wurde, mit Hilfe der neuen optimierten Synthese-
methode dargestellt werden (Abb. 22).

OH (|)| (|)| @
(@)
O/ |ID\O/||D\O N O
OH é) @O 0]
OH
OH OH

Abb. 22  CDP-6d-B-D-Gulose zum Einsatz in LPS-Biosynthesestudien

Hierzu mussten zunachst sowohl das entsprechende cycloSal-maskierte
Cytidinmonophosphat als auch das als Nucleophil dienende 6d-D-

Gulosemonophosphat synthetisiert werden.
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4, Resultate und Diskussion

4.1. Synthesestrategie

Die Darstellung diverser NDP-Pyranosen erfolgte erstmals durch Umsetzung von
Pyranose-1-phosphaten mit verschieden substituierten cycloSal-Nucleosid-
monophosphaten. Die konvergente Synthesestrategie setzt sich aus der Synthese
der anomerenreinen Pyranosyl-1-phosphate, der Darstellung der cycloSal-Nucleotide
aus den jeweiligen Nucleosiden, und der anschlieBenden Kupplung zu den

entsprechenden XDP-Zuckern zusammen (Abb. 23).

OR
o o 0

&/ I I
= P___P

RO \AANO/ 1>o07 10 Base
@) @)

N o)
X 17
A
o~ Yo Base @O o
:o: |
51 * ROWW /II:I)\ )
o710
U OR(H)OR(H) M 8 53
HO Base OH

OH(H)OH(H)
50 52

Abb. 23  Konvergente Synthesestrategie zur Darstellung der NDP-Pyranosen

Um eine optimale Loslichkeit der Edukte 2zu garantieren und zugleich
Nebenreaktionen zu vermeiden, wurden sowohl die Pyranose als auch das
Nucleosid vollstandig geschutzt eingesetzt. Bei beiden Schlusselbausteinen 51 und
53 wurden verschiedene Wege zur Synthese erprobt, die in den folgenden Kapiteln

naher erlautert werden. Die eigentliche Herausforderung dieser Arbeit, die
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Entwicklung eines Syntheseprotokolls zur Darstellung der XDP-Zucker sowie die

anschlief3ende Isolierung der Verbindungen werden ab Kapitel 4.4 beschrieben.
4.2. Darstellung von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten
Zur Darstellung der cycloSal-Nucleosidmonophosphate wurden drei Syntheserouten

untersucht. Allen gemein ist die Einfuhrung der Phosphattriestergruppe uber ein
Salicylalkohol-Derivat (Abb. 24).

| N OO
XT/ FI’//
0~ ONucleosid
59
Route | / Routellu \Routelll
Nucleosid Nucleosid Nucleosid
+ + +
7N 0] 7N 0] 0 7N 0)
SO P P Y
>0 N >0 N SN
56 \ M 58 / 57 /\
TN OH
X0
=
OH 55
Abb. 24 Synthesestrategie zur Darstellung von cycloSal-NMP

Der Einbau der Phosphatgruppe lalt sich  entweder Uber ein
cycloSaligenylchlorphosphit 56 (Route 1) *° oder ein cycloSaligenylphosphoramidit 57
(Route 11) ®°, die anschlieBend zum gewiinschten Phosphattriester oxidiert werden,
realisieren. Eine dritte  Moglichkeit stellt die  Synthese Uber ein
cycloSaligenylphosphorchloridat 58 (Route 1) ®' dar. In allen Fallen bildet ein
substituierter Salicylalkohol den Grundbaustein, dessen Synthese im Folgenden

naher erlautert wird.
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4.2.1. Darstellung der Salicylalkohole

Die einfachste Moglichkeit zur Darstellung der Salicylalkohole besteht in der
Reduktion der entsprechenden kommerziell erhaltlichen Salicylaldehyd- und

Salicylsaure-Derivate mit gangigen Reduktionsmitteln (Methode A, Abb. 25).

(O]
N N H/OR LiAlH, oder BH3—THF‘ W N OH
[ v
= =
OH OH
60 55
R =H, Alkyl

Abb. 25 Synthese von Salicylalkohol-Derivaten durch Reduktion von Carbonyl-

verbindungen

Das vergleichsweise kostengunstige Lithiumaluminiumhydrid wurde hierbei als
Standardreagenz eingesetzt. Als Nachteil dieses Reduktionsmittels ist die relativ
aufwendige Aufarbeitung zu nennen, zudem vermag Lithiumalanat als starkes
Reduktionsmittel auch andere funktionelle Gruppen zu reduzieren. In einigen Fallen
wurde daher eine mildere Reduktion mit einem Boran-Tetrahydrofuran-Komplex in
THF nach einer Methode von H.C. BROWN et al.®* bevorzugt.

FUr den Fall, dass die Salicylaldehyd- und Salicylsaure-Derivate nicht kommerziell

6364  oder ortho-

erhaltlich sind, ist eine vorausgehende ortho-Formylierung
Carboxylierung® des jeweiligen Phenols vorstellbar. Eine Alternative ist die direkte
Umsetzung des jeweiligen Phenols mit Formaldehyd im alkalischen Medium.

(Methode B, Abb. 26).

©

7N HCHO/H,0, OH 7N OH
XI_/ - X9
OH = OH
61 55

Abb. 26  Synthese von Salicylalkohol-Derivaten durch elektrophile aromatische

Substitution an Phenolen mit Formaldehyd

Als Problem ist eine Mehrfachalkylierung, die sich aus der Erhdhung der Reaktivitat

durch Einfuhrung eines Donorsubstituenten ergibt, zu nennen. Die mehrfach
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alkylierten Nebenprodukte koénnen vermieden werden, wenn man von einer
doppelten Substitution in ortho- und para-Position des Phenols ausgeht.

Ein weiterer Nachteil dieser Reaktion ist in der mangelnden Regioselektivitat bei
ortho-substituierten Phenolen zu sehen, da die para-Position bei der
Hydroxymethylierung gegenuber der ortho-Position reaktionsfahiger ist. Um das
ortho/para-Verhaltnis der Hydroxymethylgruppen in diesem Fall zugunsten der ortho-
Position zu verschieben, wurde die Synthesemethode von W. NAGATA et al.
verwendet (Methode C, Abb. 27).%

(HCHO),,,
PhB(OH),

X C,H5COOH X o) H,0,/H,0 N OH
o — w8 — Xy&

Z o o~ ZoH

61 62 55

Abb. 27  Synthese von Salicylalkohol-Derivaten nach Nagata et al.

Diese Methode beruht auf der Umsetzung eines Phenols mit para-Formaldehyd und
Phenylboronsdure. Das so erhaltene 2-Phenyl-1,3,2-dioxaborin-Derivat wird
anschlielend mit Wasserstoffperoxid gespalten, wodurch der substituierte

Salicylalkohol freigesetzt wird.

Um die cycloSal-Nucleosidmonophosphate synthetisch als Aktivester nutzen zu
kénnen, wurden aus den in Kapitel 2.4 (s. S. 18) erwahnten Grinden diverse
acceptorsubstituierte Salicylalkohole synthetisiert. lhre Darstellung erfolgte nach den

oben beschriebenen Methoden A-C.
421.1. Darstellung der Salicylalkohole 67-70 und 73

Die Darstellung des 5-Chlor-Salicylalkohols 67 und des 6-Fluor-Salicylalkohols 68
erfolgte problemlos durch Reduktion der entsprechend substituierten Salicylsauren
mit 2 Aquivalenten Lithiumalanat in THF (Methode A).*” Zur Darstellung von 3-
Methoxy-Salicylalkohol 69 und 5-Brom-Salicylalkohol 70 wurden die entsprechend
substituierten Salicylaldehyde als kommerziell verfugbare Quellen zur Reduktion
verwendet (Abb. 28).
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0 1) LIAIH,, THF, Rt
— Riickfluss, 1- 3 h

o X H/OH 2) H'/H,0 R Xt N OH

' - Z
Z~on 61-86 % OH

X=5Cl 63 X=5Cl 67
X=6-F 64 X=6-F 68
X=3-OMe 65 X =3-OMe 69
X=5Br 66 X=5Br 70

Abb. 28  Synthese von Salicylalkohol-Derivaten durch Reduktion mit LiAIH,4

Die Rohprodukte wurden nach Hydrolyse und Ansauern der wassrigen Losung,
durch Extraktion mit Essigsaureethylester isoliert. Infolge der emulsionsférdernden
Wirkung der Zersetzungsprodukte des Lithiumalanats gestaltete sich die
Phasentrennung oftmals langwierig und schwierig. Die abschlieRende Reinigung
erfolgte durch Chromatographie an Kieselgel und lieferte die Salicylalkohole in 61-
86 % Ausbeute. Im Fall des 5-Chlor-Salicylalkohols konnte die Ausbeute durch
Reduktion mit Boran in Tetrahydrofuran deutlich gesteigert werden, da sich das
Produkt anders als bei der Verwendung von Lithiumaluminiumhydrid sehr gut durch
Umkristallisation reinigen liel3.

Die Synthese des 3,5-Dibrom-Salicylalkohols 73 gelang durch Reduktion des zuvor
synthetisierten 3,5-Dibrom-Salicylsduremethylesters 72 mit nur einem Aquivalent

Lithiumaluminiumhydrid in einer Ausbeute von 61 % (Abb. 29).

o MeOH, konz. o 1) LiAlH,4, THF,
H,SO0y, . Rt,2h
2 " N
Br op Rckfluss, 20 h _ OMe 2) H'/H0 - Br OH
97 % 61 %
OH OH OH
Br 71 Br 72 Br 73

Abb. 29  Synthese des 3,5-Dibrom-Salicylalkohols 73

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass sich der 3,5-Dibromsalicylalkohol 73
nicht durch direkte Reduktion der entsprechenden 3,5-Dibromsalicylsdure darstellen
lasst, da das im Uberschuss eingesetzte Lithiumaluminiumhydrid zum Teil eine

Dehydrohalogenierung des Aromaten bewirkt.®®
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4.2.1.2. Darstellung des 5-Nitro-Salicylalkohols 75

Die Synthese des 5-Nitro-Salicylalkohols 75 erwies sich als etwas komplizierter. Da
5-Nitro-Salicylsaure 74 kommerziell verfugbar ist, bot sich auch hier zunachst die
Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid unter Standardbedingungen an (Abb. 30). Die
anschlielende saure Aufarbeitung fuhrte lediglich zur Reisolierung geringer Mengen
des Eduktes 74 sowie einiger nicht naher identifizierbarer Nebenprodukte.
Offensichtlich wird in diesem Fall die Nitro-Funktion am Aromaten von dem
Uberschussig  eingesetzten  Lithiumaluminiumhydrid als stark  basischem
Reduktionsmittel nicht toleriert. Es musste daher nach einer Moglichkeit gesucht
werden, den Salicylalkohol 75 unter milderen Bedingungen reduktiv aus der

Salicylsaure 74 oder einem entsprechenden Derivat herzustellen.

(0] 1) LiAlH4, THF, Rt
—> Rickfluss

O.N O.N
2 OH 2JHMO 2 OH
/A
OH OH

74 75

Abb. 30  Versuch der Synthese von 5-Nitro-Salicylalkohol 75

Da die Reduktion von Carbonsaureestern weniger drastische Bedingungen bendtigt
als die direkte Reduktion der Carbonsaure, wurde 5-Nitro-Salicylsauremethylester 76
synthetisiert. Die Verbindung 76 wurde durch eine Veresterung der Salicylsaure 74 in
Methanol unter sauren Bedingungen quantitativ erhalten (Abb. 31). Anschliel3end
sollte der Salicylsduremethylester 76 mit einer &aquimolaren Menge an
Lithiumaluminiumhydrid reduziert werden, doch auch auf diesem Weg konnte 75

nicht isoliert werden.

o MeOH, konz. ¢ 1) LiAIH,, THF, Rt

O,N H,S0y,, O,N - Rickfluss  o,N
OH Riickfluss, 12 h OMe 2)H'/H,0 \©f\OH
- H—
OH 98 % OH ! OH

74 76 75

Abb. 31  Versuch der Synthese von 5-Nitro-Salicylalkohol 75
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Es wurde daher alternativ versucht, 5-Nitro-Salicylalkohol 75 durch
Hydroxymethylierung des para-Nitrophenols 77 zu erhalten (Methode B, Abb. 32).
Dazu wurde 77 bei 0°C in wassriger Formaldehyd-Losung geldst, Kaliumhydroxid
wurde der Reaktion zur Erzeugung eines reaktiven Phenolats zugesetzt. Die
Reaktion wurde auf Raumtemperatur erwarmt, nach 24 Stunden wurde mittels
dinnschichtchromatographischer Reaktionsverfolgung jedoch keinerlei Umsatz
verzeichnet. Auch eine Verlangerung der Reaktionszeit auf 3 Tage brachte keine
Veranderung. Vermutlich ist diese Art der Hydroxymethylierung hier nicht
anwendbar, da die elektronenziehende Nitro-Gruppe zu stark desaktivierend wirkt

und eine elektrophile aromatische Substitution somit verhindert.

37 % HCHO/H,0, KOH,

O2N 0°C = Rt, 24 h ., ON OH
/A
OH OH

77 75

Abb. 32  Versuch der Synthese von 5-Nitro-Salicylalkohol 75

Die Synthese des 5-Nitro-Salicylalkohols 75 konnte schliel3lich ausgehend von der
entsprechenden Salicylsaure 74 durch Verwendung von Boran in THF erfolgreich
durchgefuhrt werden (Abb. 33).

o]

ON BH;, THF, 0°C> Rt o
OH Rickfluss, 12 h \©\/\OH
oH 86 % oh

74 75

Abb. 33  Synthese des 5-Nitro-Salicylalkohols 75 durch Reduktion mit Boran in THF

Dieses mildere Reduktionsmittel toleriert die Anwesenheit einer Nitro-Funktion bei
der Reduktion der Carbonsaure, so dass 75 nach chromatographischer Aufreinigung
in 86 % Ausbeute erhalten werden konnte.

Die Darstellung von 75 gelang ebenso durch die Reduktion mit Natriumborhydrid in
einer guten Ausbeute von 72 %, allerdings ist der hierbei als Edukt verwendete

Aldehyd 78 im Gegensatz zur Carbonsaure 74 vergleichsweise teuer.
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0 1) NaBH,, EtOH,
ON 0°C>Rt12h ¢
2 H  2)H'H,0 2 \CC\OH
OH 2% OH
78 75

Abb. 34  Synthese des 5-Nitro-Salicylalkohols 75 durch Reduktion mit Natriumborhydrid

4.2.1.3. Darstellung von 3-Brom-Salicylalkohol 81

Da weder 3-Brom-Salicylsaure noch 3-Bromsalicylaldehyd kommerziell erhaltlich
sind, wurde 3-Bromsalicylalkohol durch Hydroxymethylierung aus ortho-Bromphenol
(Methode C) erhalten. Ortho-Bromphenol 79 wurde zunachst unter Zusatz von
Phenylboronsédure und einem groBen Uberschuss an Paraformaldehyd in das
Dioxaborinin 80 Uberfuhrt; welches ohne weitere Reinigung direkt zum gewunschten
3-Brom-Salicylalkohol 81 oxidiert wurde (Abb. 35).

(HCHO),,, PhB(OH)5,
CszCOOH, TO|UO|, H202/H20, THF,

Rickfluss, 18 h o 0°C, 45 min OH
- | -
.B 9
OH (0] 38 % OH
Br
80

Br Br
79 81

Abb. 35 Synthese des 3-Brom-Salicylalkohols 81

Die vergleichsweise geringe Ausbeute von 38 % ist auf die unvollstandige Bildung
von 80 zurlckzufihren, da der Brom-Substituent im ortho-Bromphenol 79 hinsichtlich

der elektrophilen aromatischen Substitution desaktivierend wirkt.
4.2.1.4. Darstellung von 5-Formyl-Salicylalkohol 84

Um den 5-Formyl-Salicylalkohol 84 zu generieren (Abb. 36), wurden zunachst die
Hydroxygruppen des 5-Brom-Salicylalkohols 70 durch EinflUhrung einer
Isopropylidenfunktion geschijtzt.69 Dazu wurde 70 in Aceton gelost und mit 2,2-
Dimethoxypropan sowie katalytischen Mengen para-Toluolsulfonsdure versetzt.
Natriumsulfat wurde zur Gewahrleistung trockener Reaktionsbedingungen zugesetzt.
Nach saulenchromatographischer Reinigung wurde 82 in 67 % Ausbeute erhalten.

Die anschlieliende Substitution des Brom-Substituenten gegen eine Formyl-Gruppe
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verlief zunachst Uber einen Brom-Lithium-Austausch. Hierzu wurde 82 mit zwei
Aquivalenten n-Butyllithium versetzt, nach 2 Stunden wurde Dimethylformamid
zugegeben, um wiederum einen Austausch des Lithiums gegen die Formyl-Gruppe
zu erzielen.”® Nach chromatographischer Reinigung wurde das Produkt 83 in einer
Ausbeute von 92 % erhalten. Zur Entschiutzung wurde das Isopropylidenacetal 83 in
einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser geldst, nach Zugabe einiger Tropfen
konzentrierter Salzsaure wurde das Gemisch ca. eine Minute refluxiert. Der 5-
Formyl-Salicylalkohol 84 wurde nach Extraktion der wassrigen Phase mit einer

Ausbeute von 85 % isoliert.

Br 2,2-Dimethoxypropan, p-TsOH, Br
\CE\OH N2,SO,, Aceton, 40°C, 3 d \©\Ao
OH 67 % o] :

70 82
O o)
1) n-BulLi, THF, -78°C, 2 h HCI, CH3CN,
2) DMF, THF, -78 °C, 45 min H 0 H,0,/\,1 min H OH
92 % 0
o O/Iv 85 % OH
83 84

Abb. 36  Synthese des 5-Formyl-Salicylalkohols 84

Diese in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode zur sauren Abspaltung der
Isopropyliden-Schutzgruppe stellt eine echte Alternative zu den herkdmmlichen
Methoden der Entschutzung mittels TFA oder lonenaustauscher dar, da die Reaktion

schnell ablduft und die Ausbeuten im Vergleich deutlich hdher sind.”

4.2.2. Darstellung der cycloSaligenylchlorphosphite

Die Synthese der cyclischen Saligenylchlorphosphite (Abb. 24, Route 1) erfolgte nach
einer etablieten Methode,*® nach der die in Diethylether geldsten
Salicylalkoholderivate bei einer Temperatur von -20°C mit 1.2 Aquivalenten
Phosphor(lll)-Chlorid  versetzt werden. Zum Abfangen des entstehenden
Chlorwasserstoffs wurden 2.3 Aquivalente Pyridin in Diethylether zugetropft. Durch
eine ausreichende Verdunnung und die tiefe Temperatur wird die intramolekulare

Ringschlussreaktion gewahrleistet. Das bei der Reaktion ausfallende Pyridin-
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hydrochlorid lie® sich durch Filtration abtrennen. Nach Kondensation des
Loésungsmittels wurden in der Regel Ole, in seltenen Fallen Feststoffe, als
Rohprodukte erhalten. Aufgrund der hohen Hydrolyseempfindlichkeit der
entstandenen Saligenylchlorphosphite wurden diese in der Regel nicht weiter
gereinigt, sondern direkt als phosphitylierende Agenzien in den nachfolgenden
Synthesen der cycloSal-NMP eingesetzt. Auf diesem Weg konnten die
Saligenylchlorphosphite 85-91 erhalten werden, die bei -20 °C Uber mehrere Monate
haltbar waren (Abb. 37).

1) PCl3, Et,0, -20°C, 10 min
2) Pyridin/Et,0, -20°C, 2 h
X OH 3)Rt, 1-1.5 h AN o

OH ) Cl

X =5-Br 66 X=35Br 73 X =5-Br 85 X=35Br 89
X =5-Cl 63 X=5N0O, 75 X =5-Cl 86 X=5NO, 90
X =3-OMe 65 X = 3-Br 81 X =3-OMe 87 X = 3-Br 91
X=6-F 64 X=6-F 88

Abb. 37  Synthese der cycloSaligenylchlorphosphite 85-91

Lediglich das 5-Chlor-Saligenylchlorphosphit 86 wurde durch Kugelrohrdestillation
gereinigt und in einer Ausbeute von 42 % erhalten. Der Versuch, 5-Nitro-
Saligenylchlorphosphit 90 durch Kugelrohrdestillation zu reinigen, blieb erfolglos.
Vermutlich zersetzt sich das Produkt bei hohen Temperaturen unter vermindertem
Druck. Das *'P-NMR-Spektrum zeigte mehrere Signale, die nicht zugeordnet werden
konnten. In dem fur Saligenylchlorphosphite typischen Bereich zwischen 130 und

140 ppm konnte nach der Destillation kein Signal mehr detektiert werden.

4.2.3. Darstellung der cycloSal-Phosphorchloridate

Bei der Darstellung der cycloSal-NMP ausgehend von Saligenylchlorphosphiten
kann es aufgrund der hohen Reaktivitat der P(lIl)-Verbindungen zu unerwinschten
Nebenreaktionen kommen. Aullerdem stellt die anschlieBende Oxidation des
Phosphittriesters zum Phosphattriester oftmals ein zusatzliches Problem dar.

Alternativ zu den oben beschriebenen Saligenylchlorphosphiten wurden daher einige
cyclische Saligenylchlorphosphate generiert (Abb. 24, Route Il), die dann mit den
jeweiligen Nucleosiden in einer einfachen Kupplungsreaktion in die entsprechenden

cycloSal-Nucleotide ohne nachfolgende Oxidation Uberfuhrt wurden.
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Die Synthese der P(V)-Verbindungen 92 und 94-96 wurde mit zwei unterschiedlichen
Methoden durchgefliihrt. Zum einen gelang die Darstellung des cycloSal-
Phosphorchloridats 92 durch Einleiten von trockenem Sauerstoff in eine Losung des
Saligenylchlorphosphits 86 in Toluol (Abb. 38).”2 Der Reaktionsverlauf wurde anhand
eines >'"P-NMR-Experimentes kontrolliert. So weist die Phosphor(lll)-Verbindung 86
eine chemische Verschiebung von 140.3 ppm auf, die oxidierte Phosphor(V)-
Verbindung hingegen zeigt ein Signal bei -5.3 ppm. Die Oxidation war nach 12 h
abgeschlossen. Die Lésung von 92 in Toluol konnte Uber mehrere Monate im
Klhlschrank ohne messbare Anzeichen von Zersetzung gelagert werden, so dass

sie sich als MaRlésung verwenden liel3.
of
(@] O,, Toluol cl 0o
P — v
0" ™l o~ ™cl

Abb. 38  Synthese des cycloSal-Phosphorchloridats 92 durch Oxidation von 86

Alternativ wurden die cycloSal-Phosphorchloridate 92 und 94-96 durch Umsetzung
des jeweiligen Alkohols mit Phosphorylchlorid synthetisiert. Zum Neutralisieren von
Chlorwasserstoff wurde Triethylamin zugesetzt. Die Reaktion wurde bei tiefen
Temperaturen durchgefihrt, die langsame Zugabe des Salicylalkohols zum
Phosphorylchlorid, gelost in THF, begulnstigte den intramolekularen Ringschluss
(Abb 39).

1) POCl3, NEt3;, THF, -70°C

2)-50°C, 1 h
L 92:81 % (A P
OH 94: 73 % o” ™l
- 0,
X=5Cl 67 gg: gg of’ X=5Cl 92
X=5-NO, 75 e X=5-NO, 94
X=H 93 X=H 95
X =5-CHO 84 X =5-CHO 96

Abb. 39  Synthese der cycloSal-Phosphorchloridate 92 und 94-96

Ein entscheidender Vorteil der cycloSal-Phosphor(V)-chloridate gegenuber den
korrespondierenden P(lll)-Verbindungen ist eine weitaus hohere Stabilitat, weshalb

die Reinigung nach Filtration und Evaporation des LOsungsmittels in allen Fallen



Resultate und Diskussion 36

problemlos chromatographisch erfolgen konnte. Zudem lagen die gereinigten

Produkte in fester Form vor, wodurch sich eine bessere Handhabbarkeit ergab.

4.2.4. Darstellung der modifizierten Nucleoside

Sowohl bei der Umsetzung der Saligenylchlorphosphite 85-91 oder der
Saligenylchlorphosphate 92, 94-96 mit den jeweiligen Nucleosiden zu den cycloSal-
Nucleotiden, als auch bei der nachfolgenden Umsetzung dieser cycloSal-Nucleotide
mit den Pyranosyl-1-phosphaten sollten Nebenreaktionen an anderen freien
funktionellen Gruppen des Nucleosids vermieden werden. Die reaktiven Positionen

im Nucleosid missen demzufolge entsprechend blockiert werden.
42.4.1. Darstellung von 3’-O-Acetyl-2’-desoxythymidin (3’-O-AcdT) 100

Die Darstellung von 3°-O-Acetyl-2"-desoxythymidin 100 gelang nach einer erprobten
Methode und wird daher im Folgenden nur kurz erldutert.” Die 5’-OH-Gruppe von 2’-
Desoxythymidin 97 wurde zunachst selektiv als tert-Butyldimethylsilylether 98
geschutzt. Die  3’-Hydroxyfunktion des Nucleosids wurde dann mit
Essigsaureanhydrid in Pyridin verestert. AbschlieRend erfolgte die Abspaltung der
Silylschutzgruppe mit Tetrabutylammoniumfluorid und das gewtlnschte Produkt
wurde in 96 %-iger Ausbeute erhalten (Abb. 40).

o) o)
NH NH
| /g TBDMSCI, Pyridin | | /g
:O: ] 68 % | :O: ]
OH 97 OH 98
Ac,0, Pyridin o
Rt 12 h 92 %
0 o)
\fJ\NH | NH
|
HO N/go TBAF, THF Si—0 N/go
Rt, 1h
O - | (@]
96 %

Abb. 40  Synthese von 3’-O-AcdT 100
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Die Silylierung der 5’-Hydroxyfunktion von 97 stellt bei dieser Reaktionssequenz den
limitierenden Schritt dar. Die Verwendung von tert-Butyldiphenylsilylchlorid als
alternativem  Silylierungsreagenz  erhoht zwar die Ausbeute im ersten
Reaktionsschritt auf 77 %, die Abspaltung dieser Silylschutzgruppe mit TBAF gelang
jedoch schlechter; es wurden nur 19 % 3’-O-AcdT 100 erhalten. Die Ausbeute der
Verbindung 98 kdnnte vermutlich auch gesteigert werden, indem man das zweifach
silylierte Nebenprodukt durch Chromatographie an Kieselgel abtrennt. Die hier
durchgefuhrte Umkristallisation spart allerdings viel Zeit und Losungsmittel, wenn

man wie in diesem Fall von einem relativ kostenguinstigen Edukt ausgeht.
4.2.4.2. Darstellung von N-4-Formamidin-2’,3’-O-acetyl-cytidin 105

Ziel der Schutzung von Cytidin war, die sekundaren 2’- und 3’-Hydroxyfunktionen
sowie die freie Aminofunktion so zu blockieren, dass die Schutzgruppen alle unter
den gleichen basischen Bedingungen wieder abgespalten werden konnten. Dazu
wurde zunachst die primare Hydroxyfunktion erneut mit tert-Butyldimethylsilylchlorid
verethert (81%) und nachfolgend die Aminofunktion des silylierten Cytidins 102 in
sehr guter Ausbeute (93 %) mit N,N-Dimethylformamiddiethylacetal in Pyridin
blockiert (Abb 41).”* Die beiden sekundaren Hydroxyfunktionen von 103 sollten dann

mit Essigsaureanhydrid in Pyridin als Acetate geschutzt werden.

NH, NH,
Cl &
HO N/LQO TBDMSCI, Pyridin —}}—sr—o N/L§O (CH3),NCH(OEt),,
o Rt, 12 h | 0 Pyridin, Rt, 4 h
81 % 8%
OH OH OH OH
101 102
NZ N NZ N NZ N
TBDMSO N 0] TBDMSO N 0 HO N o)
0 :o: 0
_74_., - -
OH OH OAc OAc OAc OAc
103 104 105

Abb. 41  Versuch der Synthese von N-4-Formamidin-2’,3’-O-acetyl-cytidin 105
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Diese Veresterung blieb erfolglos, da unter den sauren Bedingungen die
Formamidin-Gruppe wieder abgespalten wurde. Auch bei dem Versuch, die
Acetylgruppen mit Essigsaure, DMAP und DCC einzufuhren, erwies sich die
Formamidin-Gruppe als zu labil und das gewunschte Produkt 104 wurde lediglich mit
2 % Ausbeute erhalten. Da zu wenig Substanz vorhanden war, wurde auf eine

Abspaltung der Silylgruppe, die zum Zielmolekil 105 gefuhrt hatte, verzichtet.
424.21. Synthese von N-4-PAc-2’,3’-O-PAc-cytidin 107

Eine weitere Strategie war, das silylierte Cytidin 102 mit Phenoxyacetylchlorid zu
verestern.”” Die Reaktion wurde in Pyridin, mit in Acetonitril suspendiertem 1-
Hydroxybenzotriazol als Aktivator, durchgeflhrt (Abb. 42). Die in 84 %-iger Ausbeute
erhaltene Verbindung 106 wurde dann mit TBAF versetzt, um die primare
Hydroxyfunktion  fur die  Folgereaktion zuganglich zu machen. Die
Phenoxyacetylgruppen wurden jedoch mit dieser Methode ebenfalls abgespalten. Da
vermutlich die Basizitat des TBAF der Grund flr die unerwlnschte vollstandige
Entschitzung war, wurde Triethylamin-Trihydrofluorid zur Abspaltung der Silylgruppe

verwendet und Verbindung 107 wurde auf diese Weise in 76 %-iger Ausbeute

erhalten.
PAc
4 A N\
0
Mo
NH, HN \©
% si—o0 NAO PAcCI, HOBt, CH;CN,  TBDMSO N/go
| o Pyridin, 0°C = R, 20 h 0
84 %
OH OH OPAc OPAc
102 106
NHPAC NHz
NEty* 3HF, NEt;  HO N™ ~O NEt, MeOH, H,0 HO N- "0
THF, Rt, 4 h 0 Rt, 12 h 0
76 % -
OPAc OPAc OH OH
107 101

Abb. 42  Synthese von N-4-PAc-2’,3’-O-PAc-cytidin 107
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Das dargestellte Nucleosid 107 soll spater Uber ein cycloSal-Nucleotid zu einer
Nucleosiddiphosphatpyranose umgesetzt werden. Nach erfolgreicher Synthese
sollen die Schutzgruppen des NDP-Zuckers mit Triethylamin in Methanol und
Wasser abgespalten werden. Vor allem die Abspaltung einer Schutzgruppe an der
exocyclischen Aminofunktion unter moglichst milden Bedingungen stellt oftmals ein
Problem dar. In einem Testansatz konnte gezeigt werden, dass sich die
Phenoxyacetylgruppen der Verbindung 107 unter diesen Bedingungen problemlos

entfernen lassen.
4.2.4.3. Darstellung von N-4-Acetyl-2’,3’-O-acetyl-cytidin 109

Bei dem Versuch das Phenoxyacetyl-geschitzte Cytidin 107 zu einem cycloSal-
Nucleotid umzusetzen, wurde nie der gewunschte Phosphattriester erhalten.
Vermutlich sind die PAc-Gruppen zu labil und werden durch die bei der Kupplung mit
den Phosphor(lll)- oder Phosphor(V)-Reagenzien zum Einsatz kommenden Basen
abgespalten. Vor diesem Hintergrund wurden die sekundaren Hydroxyfunktionen
und die Aminofunktion des silylierten Cytidins 102 mit Essigsaureanhydrid in Pyridin
verestert. Das vollstandig geschutzte Cytidin 108 konnte mit einer Ausbeute von
92 % erhalten werden. Die Abspaltung der tert-Butyldimethylsilyl-Gruppe erfolgte
zunachst mit TBAF in THF. Nach beendeter Reaktion konnten die bei der
Entschitzung entstandenen Salze weder durch Extraktion noch durch
Chromatographie abgetrennt werden.”® Bei der Umsetzung von 109 mit Triethylamin-
Trihydrofluorid hingegen konnte die gewunschte Verbindung nach Chromatographie

an Kiesel in 64 %-iger Ausbeute isoliert werden (Abb. 43).
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NH, NHAc
%Si—o N~ o TBDMSO NAO
| o Ac,0, Pyridin, Rt, 12 h 0
92 %
OH OH OAc OAc
102 108
NHAc NH;
e Q
NEts* 3HF, NEt;  HO N™ ~O  NEt;, MeOH, H,0 HO N~ "0
THF, Rt, 4 h o Rt, 12 h 0
64 % quantitativ
OAc OAc OH OH
109 101

Abb. 43  Synthese von N-4-Acetyl-2’,3’-O-acetyl-cytidin 109

Auch in diesem Fall konnte in einem Testansatz gezeigt werden, dass sich samtliche

Acetylgruppen unter den angegebenen basischen Bedingungen abspalten lassen.

4.2.5. Darstellung der cycloSal Nucleotide
4251. Synthese der cycloSal Nucleotide 110-113 und 114-116

Die Kupplung der cyclischen Saligenylchlorphosphite 85-91 mit den entsprechenden
Nucleosid-Derivaten zu cycloSal-Nucleotiden erfolgte nach einer in unserer
Arbeitsgruppe standardméRig eingesetzten Methode (Abb. 24, Route 1).”” Hierzu
wurde das Nucleosid-Analogon in Acetonitril geldést und mit dem jeweiligen
Saligenylchlorphosphit (2 Aquivalente bei hypothetischer Reinheit) in Gegenwart von
Diisopropylethylamin zu dem korrespondierenden Phosphittriester umgesetzt. Das
Produkt konnte dabei dunnschichtchromatographisch detektiert werden. Nach
vollstandiger Reaktion wurde dieses Phosphit in einer Eintopf-Reaktion mit tert-
Butylhydroperoxid-Lésung in n-Decan zum Phosphattriester oxidiert. Die cycloSal-
Nucleotide 110-113%" und 114-116 konnten so nach chromatographischer Reinigung

in Ausbeuten von 39-55 % erhalten werden.
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1) 3'-O-AcdT, DIPEA,

CH4CN, -20°C—> Rt, 1- 3 h o
N 2) t-BUOOH, -20 °C > Rt
0 0 0.5-1h
X FI> _ i N (I) o | NH
T /7,
Z o e 110: 39 % 4 P
111: 55 % o” "o Nie!
112: 40 % o)
113: 52% X = 6-F 110
X=5Cl 111
X=35Br 112 OAc
X =3-OMe 113
1) d4T, DIPEA, CH4CN, -20°C o
- Rt 1h
2) t'BUOOH, '20°C+ Rt, 1 h X | \ O O | NH
ot - 7
114: 47 % L o/P"ﬁo N/go

115: 60 %
116: 35 % 0
F 114 —

Abb. 44  Synthese der cycloSal-Nucleotide 110-113 und 114-116

4.2.5.2. Versuche zur Synthese von 5-Chlor-cycloSal-PAc3;-CMP 117

Der Versuch, 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 86 mit dem phenoxyacetylgeschitzen
Cytidinderivat 107 nach der oben beschriebenen Kupplungsvariante umzusetzen,
scheiterte. Vermutlich sind die PAc-Schutzgruppen zu labil und werden durch die
Zugabe von DIPEA verseift (Abb. 45).

1) Nucleosid 107, DIPEA,
CH5CN, DMF, -20°C =
Rt,1h NHPAc

Cl 2) t-BUOOH, -20 °C>Rt, Q
o) 0.5h o) N

O §: —— Lk (L

o~ ™al o” ™o N~ SO0

86 117

OPAc OPAc

Abb. 45 Versuch der Synthese des cycloSal-Nucleotids 117

Auch der Versuch der Darstellung von 117 durch Kupplung des Cytidinderivates 107
mit 5-Chlor-cycloSaligenyl-Phosphorchloridat 92 (siehe auch Abb. 24, Route Il) blieb

erfolglos.



Resultate und Diskussion 42

4.2.5.3. Synthese von 5-Cl-cycloSal-Ac3;-CMP 118

Aufgrund der hohen Labilitdt der PAc-Gruppen wurde alternativ acetyliertes Cytidin
109 als Nucleosid zur Kupplung eingesetzt (Abb. 46). Da die Cytidinderivate in
Acetonitril nur bedingt l6slich sind, wurde DMF als Co-Solvens eingesetzt. Das

cycloSal-Nucleotid 118 wurde so mit 29 % Ausbeute erhalten.

1) Nucleosid 109, DIPEA,
CH3;CN, DMF, -20°C >
Rt, 2 h NHAc

2) t-BuOOH, -20 °C > Rt,

cl cl
o) 1h 00 SN
5 - 17 | PN
o~ ™al 29 % o” ™o N~ ~0

Abb. 46  Synthese des cycloSal-Nucleotides 118

4.2.5.4. Synthese der cycloSal-Nucleotide 111, 119, 120

Die Ausbeuten der cycloSal-Nucleotide, die Uber die korrespondierenden
Saligenylchlorphosphite generiert wurden, sind mit durchschnittlich 40 % nicht
zufriedenstellend, wenn man bedenkt, dass die cycloSal-Triester die
Schlusselverbindungen bei den Synthesen der Nucleosiddiphosphatpyranosen
darstellen. Wie bereits in Kapitel 4.2.3 erwahnt, haben die hohe Reaktivitat der
Phosphor(lll)-Verbindungen sowie der Einsatz von tert-Butylhydroperoxid als
Oxidationsmittel einen entscheidenden Einfluss auf den Ausbeuteverlust. Nach
erfolgter Oxidation wird das Oxidationsmittel durch Entfernen des Lo&sungsmittels
stark konzentriert, wodurch es zu unerwinschten Nebenreaktionen kommen kann.
Um auf eine Oxidation an dieser Stelle zu verzichten, wurden einige cycloSal-
Nucleotide ausgehend von den jeweiligen Phosphor(V)-chloridaten, deren
Darstellung in Kapitel 4.2.3 beschrieben wurde, synthetisiert.

Hierzu wurde das Nucleosid in Pyridin geldst und bei -40 °C tropfenweise mit dem
Phosphorchloridat versetzt. Der vollstiandige Umsatz des Nucleosides wurde
dunnschichtchromatographisch  kontrolliert. Pyridin wird in diesem Fall als

Lésungsmittel und als Base zugleich eingesetzt (Abb. 47).
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(0]
3'-O-AcdT, Pyridin,
TN 04 -40°C, 6-10 h N 0o NH
AL - o LK

119: 64 % o 0

120: 51 % o
X=5Cl 111
X =H 119
X:

Abb. 47  Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate 111, 119, 120 nach der
Phosphorchloridatmethode

Eine mogliche Nebenreaktion in Pyridin ist der spontane C-O-Bindungsbruch an der
Benzylposition des Phosphorchloridats 121 (Abb 48).7%7

| X
0 = 0 ) ol
Cl ke > Clig. ™ Clk
o” ~cl 07 TN 0~ “OR
121 22 o L 123
cl cl
o
05 R-OH S
P ® — s
0~ \NI = 0" “OR
=
124 125

Abb. 48 Mdgliche Reaktionsprodukte bei der Veresterung eines Alkohols mit cycloSal-
Phosphorchloridat in Pyridin

Nach nucleophilem Angriff des Pyridins wird zunachst das Pyridiniumsalz 122
gebildet, das durch Reaktion mit einem Alkohol entweder das gewunschte Produkt
123 liefert oder sich unter Spaltung der benzylischen Esterfunktion in das
thermodynamisch stabilere Zwitterion 124 umwandelt. Dieses kann schlief3lich mit
dem Alkohol zum Phosphatdiester 125 reagieren. Das resultierende dealkylierte
Produkt 125 wurde bereits in einer analogen Reaktion von J. W. PERICH et al.
beschrieben.®
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Nachteilig an der oben beschriebenen Kupplung ist die vergleichsweise lange
Reaktionszeit, da neben der tiefen Temperatur auf eine langsame und stark
verdinnte Zugabe des Phosphorchloridats geachtet werden muss, um die
beschriecbene Nebenreaktion mit Pyridin moglichst zu vermeiden. Die
synthetisierbare Menge an cycloSal-Nucleotid ist demzufolge in diesem Fall stark
begrenzt. Da unter dem Aspekt der synthetischen Nutzung der cycloSal-Nucleotide
grolRere Mengen dieser Verbindungen benotigt werden, wurde eine weitere

Synthesevariante herangezogen (Abb. 49).

0
3'-0-AcdT, Dioxan,
N 09 Imidazol, 50 °C, 12 h 7N o) NH
T ¥ - Xg J ¥ | Y
g . 9 g
o” el 111: 52 % 0 N o

119: 41 % O

120: 66 % @
X=5Cl 111
X =H 119
X:

Abb. 49  Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate 111, 119, 120 nach der

Phosphorchloridatmethode mit Imidazol als Aktivator

Dioxan diente bei dieser Umsetzung als Solvens, Imidazol als Aktivator. Die
Reaktion wurde bei 50 °C Uber Nacht gertuhrt. Bei unvollstandigem Umsatz wurde
weiteres Phosphorchloridat zugegeben, die gewlnschten cycloSal-Triester wurden
auf diesem Weg mit 41-66 % Ausbeute erhalten. Diese Ausbeuten sind vergleichbar
mit denen, die bei Kupplung des Phosphorchloridats in Pyridin erzielt wurden. Die
Reaktion mit Imidazol als Aktivator stellt allerdings aufgrund der vereinfachten
Reaktionsbedingungen eine Alternative dar, wenn der cycloSal-Triester in groReren
Mengen synthetisiert werden soll. Die Ausbeute dieser Kupplung konnte eventuell
durch den Einsatz von N-Methylimidazol als Aktivator verbessert werden. Die
chromatographische Abtrennung des N-Methylimidazols erwies sich jedoch in der

Vergangenheit oftmals als schwierig.

4.2.5.5. Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-AcdTMP 126

Der 5-Nitro-Phosphattriester 126 wird im Folgenden separat diskutiert, da diese

Verbindung sich in der spateren Umsetzung zum Nucleosiddiphosphatzucker als
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sehr geeignet erwiesen hatte. Zugleich stellte die Darstellung von 126 eine der
grol’en Herausforderungen dieser Arbeit dar.

Zunachst wurde 126 nach dem etablierten Standardverfahren durch Umsetzung von
Saligenylchlorphosphit 90 mit 3’-O-AcdT 100 und anschlieRender Oxidation mit 41 %

Ausbeute erhalten.

1) 3'-O-AcdT 100, DIPEA,
CH4CN, -20°C—>Rt, 1 h o

O,N 2)t-BUOOH, 20 °C>Rt,  Q,N
T, o= Ty Tt
P > 2
O/ "!qCI 41 % O/P"lno NAO

Abb. 50 Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-AcdTMP 126

Es wurde nun versucht, diese Reaktion im Hinblick auf die Ausbeute zu optimieren.
Wie bereits in Kap. 4.2.2 erwahnt, scheiterte der Versuch 5-Nitro-
Saligenylchlorphosphit 90 durch Kugelrohrdestillation zu reinigen. Dies hatte unter
anderem den Vorteil, dass DIPEA sowie tert-Butylhydroperoxid in der
stochiometrisch  korrekten  Menge  zugegeben werden  konnten. Die
dunnschichtchromatographische Verfolgung der Reaktion hatte gezeigt, dass sowohl
bei der Initialen Kupplung des Nucleosids mit dem Saligenylchlorphosphit 90 als
auch bei der spateren Oxidation Probleme durch eine scheinbare Hydrolyse
auftraten.

Auch die chromatographische Reinigung lieferte eine Vielzahl von Nebenprodukten,
die durch vorhergehende dinnschichtchromatographische Uberprifung des
Reaktionsgemisches noch nicht detektierbar waren. Daher wurde das nicht
vollstandig eingeengte Reaktionsgemisch vor der chromatographischen Trennung in
Dichlormethan aufgenommen und mit Eiswasser extrahiert, um so die entstandenen
Salze abzutrennen. Allerdings gestaltete sich die Phasentrennung sehr schwierig

und das gewunschte Produkt 126 liel® sich nur noch mit 7 % Ausbeute isolieren.

Daher wurde im Folgenden versucht, den Phosphattriester 126 durch Veresterung

des Nucleosids mit 5-Nitro-cycloSal-phosphorchloridat 94 zu generieren (Abb. 51).
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Abb. 51  Versuch der Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-AcdTMP 126

Sowohl die Umsetzung des Phosphorchloridats 94 in Pyridin bei tiefer Temperatur
als auch die Reaktion in Dioxan mit Imidazol als Aktivator scheiterten ganzlich,
weshalb von einem weiteren Einsatz von 94 abgesehen wurde.

Eine weitere Moglichkeit, den Phosphattriester 126 zu synthetisieren bot die
Anwendung der Phosphoramiditchemie (Kap. 4.2, S. 26, Abb. 24, Route lll), die
bereits in unserem Arbeitskreis eingehend untersucht worden war.®' Die
Phosphoramidit-Methode bietet den Vorzug, sich unter sehr milden Bedingungen
dennoch der reaktiven Phosphitchemie bedienen zu konnen. Der Nutzen von
Phosphoramiditen zur Phosphitylierung von Hydroxylfunktionen ist zudem aus der
automatisierten festphasengestitzen DNA-Synthese bekannt. Zur Synthese des 5-
Nitro-cycloSal-phosphoramidits 130 musste zunachst das Dichlor-N,N-diisopropyl-
aminophosphan 129 dargestellt werden. Zuvor destilliertes N,N-Diisopropylamin
wurde in Ether geldst, dann wurde bei -10 °C destilliertes Phosphortrichlorid

tropfenweise hinzugefiigt (Abb. 52).%2

1) Et,0, -10°C, 40 min
cl. 2)Rt, 12 h cl

P—Cl + HN - P—N

127 128 129

Abb. 52  Darstellung von Dichlor-N,N-diisopropyl-aminophosphan 129

Nach Entfernung des entstandenen Hydrochlorids durch Filtration und Destillation
des Rohproduktes wurde 129 in 72 % Ausbeute erhalten.

Zur Darstellung des 5-Nitro-cycloSaligenyl-N,N-diisopropylphosphoramidits 130
wurde der 5-Nitro-Salicylalkohol 94 in Ether geldst, auf -20 °C gekuhlt und mit dem
Aminophosphan 129 versetzt. Nach langsamer Zugabe von Triethylamin und

Filtration des Reaktionsgemisches konnte das Amidit 130, nach Entfernung des
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Lésungsmittels, als Feststoff isoliert werden (Abb. 53). Das *'P-NMR-Spektrum
zeigte eine charakteristische Absorption bei 142.5 ppm, das "H-NMR-Spektrum wies
keine signifikanten Verunreinigungen auf. Auf eine weitere Reinigung des

Rohproduktes wurde in diesem Fall deshalb verzichtet.

1) Cl,PN(Pr),, Et,0, -20°C

O,N 2) NEts, -20°C, 2h O,N
\E:(\OH 3)Rt, 2h \E:(\? J\
> P
OH 0" "N
94 130 )\

Abb. 53  Synthese von 5-Nitro-cycloSal-phosphoramidit 130

Die Umsetzung des 5-Nitro-cycloSal-phosphoramidits 130 mit dem Thymidinderivat
100 erfolgte in Acetonitril bei 0 °C mit Dicyanoimidazol als Aktivator. Die Oxidation im
Anschluss an die Kupplung wurde mit tert-Butylhydroperoxid durchgefuhrt. Obwohl
der Umsatz in der dinnschichtchromatographischen Reaktionsverfolgung viel-
versprechend war, konnten nur 3% des Phosphattriesters 126 nach

Chromatographie isoliert werden (Abb. 54).

1) 3-0-AcdT, DCI, o
O,N CH3CN, 0°C> Rt, 2h O,N
\CCO 2) t-BUOOH, 0°C> R, 1h \©\/\O 0 NH
I J\ > 7 | /&
O/ P\ N 3 OA) O/ P"lno N O
M °
130 126

OAc

Abb. 54  Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-AcdTMP 126

Diese Ergebnisse bestatigen die hohe Reaktivitat des 5-Nitro-cycloSal-
Phosphattriesters 126, was vermutlich auf den starken Elektronenzug des Nitro-
Substituenten zurtickzuflhren ist, der neben einem negativen induktiven Effekt auch
einen negativen mesomeren Effekt aufweist.

Fir die weiteren Synthesen wurde 126 daher nach der Standardmethode (vgl. Kap
422, S. 33 und Kap. 4.25.1, S. 40) uber das entsprechende 5-Nitro-
Saligenylchlorphosphit 90 dargestellt, auch wenn diese Variante nicht immer

reproduzierbar war.
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4.3. Synthese von Glycosylmonophosphaten

Die chemische Bildung einer glycosidischen Bindung verlauft im Allgemeinen nicht
diastereoselektiv. Bei den meisten Monosacchariden ist das a-Anomer als
thermodynamisches Produkt, trotz der sterisch ungunstigeren axialen Stellung,
aufgrund des anomeren Effektes begunstigt. Durch den Einfluss von Losungsmitteln,
Substituenten und Temperatur entsteht jedoch anteilig das B-Anomer, so dass
Glycoside gemeinhin als Anomerengemische vorliegen. Da unter biochemischen
Aspekten haufig nur ein Anomer der Nucleosiddiphosphatpyranosen relevant ist,
ware eine stereoselektive Synthese der anomerenreinen Glycosylmonophosphate
vorteilhaft, um schwierige Trennungen der Anomerengemische zu vermeiden.® Zur
Darstellung der anomerenreinen Glycosylmonophosphate gibt es zwei generelle
Ansatze. Entweder werden die Kohlenhydrate mit einer freien Hydroxyfunktion als
Acceptoren in  einer  Phosphorylierungsreaktion = umgesetzt, oder der
Saccharidbaustein tragt eine geeignete Abgangsgruppe am anomeren Zentrum und
reagiert als Donor in einer entsprechenden Glycosylierungsreaktion. Beim
Acceptorverfahren lassen sich einerseits Phosphor-V-Verbindungen, andererseits
Phosphor-lll-Verbindungen, die anschlieBend zum Phosphat oxidiert werden,

einsetzen.

4.3.1. Die Trichloracetimidat-Methode

Eine Moglichkeit zur selektiven Beeinflussung des a/B-Verhaltnisses von
Glycosylmonophosphaten nach dem Donorverfahren bietet die Trichloracetimidat-
Methode nach R.R. SCHMIDT.?* Die Herstellung der Trichloracetimidate nutzt das
Prinzip der einfachen Addition von Alkoholanionen an elektronenarme Nitrile (Abb.
55).

NH
/,

ROP + CLC—C=N === Cl,c—C.
OR

Abb. 55 Darstellung von Trichloracetimidaten

Zur Darstellung des Vorlaufers 152 wurde kommerziell erhaltliche Methyl-a-D-

Glucopyranose durch Deprotonierung mit Natriumhydrid und anschlieRender
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Umsetzung mit Benzylbromid in sehr guter Ausbeute (93 %) vollstandig benzyliert.
Die selektive Entschitzung der anomeren Hydroxyfunktion erfolgte mit
Trifluormethansulfonsdure®® in 42 % Ausbeute (Abb. 56).

1) NaH, DMF,
OH OZC7 1h OBn CF3SO3H, OBn
O 2)BnBr,Rt, 12 h o0 HOAc80°C,3h o
HO » BnO » BnO
HO 93 % BnO 42 % BnO
OH OBn oBn ©OH
OMe OMe a:p = 2:1
150 151 TS 182

Abb. 56  Darstellung der Vorlaufer von Trichloracetimidaten

Es war nun mdglich, die Stereochemie am anomeren Zentrum bei der Umsetzung
von 152 mit Trichloracetonitril in Abhangigkeit von der eingesetzten Base und den
Reaktionsbedingungen zu kontrollieren.®*®” So ergab die Reaktion von 152 mit
Trichloracetonitril in Dichlormethan und Natriumhydrid als Base nach 2 Stunden das
reine a-Anomer in 53 % Ausbeute. Wurde die Reaktion mit Kaliumcarbonat als Base
durchgefuhrt, erhielt man nach 4 Stunden das (-Anomer in 31 % Ausbeute (Abb.
57).

Nach der initialen Bildung der jeweiligen Alkoholate hat das B-Alkoholat durch die
resultierenden Dipole eine deutlich hohere Nucleophilie und addiert sich daher

schneller an das Nitrilderivat als das a-Alkoholat.

OBn NH

K,CO3, CI3CCN,
CH,Cly, Rt, 4 h Q J\
_ BnO
> 00 0~ ~ccl,
31%
OBnN OBn
o 153
BnO
BnO
oBn ©OH o8
152 NaH, CI,CCN, "
0
CH,Clp Rt,.2h B”E(;)o
0 n
53 % OBnO "
154 \n/ 3
NH

Abb. 57  Glycosylierung nach der Trichloracetimidat-Methode

Das primar gebildete B-Trichloracetimidat anomerisiert dann unter Basenkatalyse

zum thermodynamisch stabileren a-Produkt. Durch den Einsatz von Kaliumcarbonat
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als schwache Base wird zwar die Bildung des B-Imidates erreicht, die Rickreaktion
und damit die Anomerisierungsreaktion sind jedoch innerhalb von 4 Stunden nicht

moglich. Man erhalt folglich das B-Produkt in einer kinetisch kontrollierten Reaktion.

Die Konfiguration glycosidischer Bindungen ldsst sich u.a. durch 'H-NMR-
Spektroskopie klaren. Gemal} der Karplus-Beziehung ergibt sich fur a-Glycoside mit
einem Diederwinkel von 60°, d.h. einer cis-trans-Stellung von H-1 und H-2, eine
Kopplungskonstante von Ji, = 3.5 Hz. B-Glycoside zeigen bei einem Diederwinkel
von 180°, der einer trans-trans-Stellung von H-1 und H-2 entspricht, eine
Kopplungskonstante von Ji2 = 8.0 Hz. Um a- und B- Mannopyranoside eindeutig
unterscheiden zu kdnnen muB ein "*C-gated-NMR-Spektrum aufgenommen werden.
In dem hier untersuchten Fall wies das ao-Trichloracetimidat 154 eine
Kopplungskonstante von Ji, = 3.3 Hz auf, das B-Trichloracetimidat 153 zeigte eine

Kopplungskonstante von J1, = 7.1 Hz.

Die Einfuhrung der Phosphatgruppe an C-1 erfolgte durch Umsetzung der
Trichloracetimidate 153 und 154 mit Bisbenzylphosphat in Dichlormethan bei
Raumtemperatur. Da infolge der benzylgeschutzten Hydroxygruppen
Nachbargruppen-Effekte auszuschlieRen sind, war unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen eine Inversion der Konfiguration an C-1 zu erwarten. Der
Bisbenzylphosphattriester 155 wurde a-anomerenrein mit einer Kopplung von Jq o =
3.3. Hz erhalten. Der Triester 156 wurde hingegen zunachst mit Anteilen des a-
Anomers (a:B = 1:3) isoliert. In der Arbeitsgruppe SCHMIDT ® wurde gefunden, dass
Verunreinigungen des Bisbenzylphosphats mit Phosphorsaure die
Diastereoselektivitdt der Reaktion beeinflussen. Durch den Saureeinfluss wird
demnach das initial gebildete B-Phosphat (J12 = 7.6 Hz) in das thermodynamisch
stabilere a-Anomer umgewandelt. Um die so entstehenden Anomerengemische zu
vermeiden sollte das Bisbenzylphosphat vor seinem Einsatz durch Umkristallisation
gereinigt werden. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung wurden die Triester
schlieB3lich in 65 % (156) und 79 % (155) Ausbeute isoliert (Abb. 58).
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OBn
OBn NH (BnO),P(O)OH, o
O )J\ CH2C|2, Rt, 15 h Bno
BnO 0 cal > BnO
BnO 3 79 % OBnl  OBn
OBn O\|I3/OBn
153 37 I
J»],p 6.8 Hz O 155
33,,=33Hz
OBn
(0] OBn e}

Bné) 5 (CBn%)zP(O)?H, o I
n H.Cl,, Rt, 1.5 h _P
OBn 272 > BnB(‘)nO 0”1 “OBn
o} CCly 65 % OBn

T

154 NH 3),p=76Hz 156

33,,=7.6Hz

Abb. 58  Synthese der anomerenreinen bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-Benzyl-D-gluco-
pyranosyl-1-phosphate 155 und 156

Zur Generierung der korrespondierenden Pyranosyl-1-phosphate sollten die Triester
155 und 156 abschliel’end so entschutzt werden, dass lediglich die Benzylgruppen
am Phosphatrest abgespalten werden, da die Glycosylmonophosphate als
Ausgangsmaterialien zur Synthese der Nucleosiddiphosphatpyranosen geschutzt
bleiben sollten. Auf diese Weise sollte die Ldslichkeit der polaren Verbindungen
erhoht und Nebenreaktionen minimiert werden.

Da eine selektive Entschutzung mittels hydrogenolytischer Abspaltung mit Palladium

an Aktivkohle (10 %) misslang, wurden Acetate als Schutzgruppen eingesetzt.

Hierzu wurde D-Glucose 131 mit Essigsaureanhydrid in Pyridin mit 98 % Ausbeute
peracetyliert.®® Zur selektiven Entschiitzung des anomeren Zentrums finden sich in
der Literatur zahlreiche Moglichkeiten, von denen hier nur zwei vorgestellt werden
sollen. Zunachst erfolgte die Abspaltung der Estergruppe an C-1 durch Umsetzung

von 157 mit zwei Aquivalenten Benzylamin in THF bei Raumtemperatur.®®

OAc BnNH,, THF, OAc
o) Rt, 12 h 0
AcO 0 C
© OAc ~OAc 59 % OAc ~OH
157 158
o:p=2:1 op=1:1

Abb. 59  Einsatz von Benzylamin zur selektiven 1-O-Deacetylierung von 157
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Die Reaktion konnte durch direkte Zugabe des Benzylamins als Losungsmittel zu
157 unter starkem RUhren auf 10 min verklrzt werden. In beiden Fallen war die
saulenchromatographische  Abtrennung des  Uberschussigen  Benzylamins
problematisch. Eine alternative Methode stellt die Aminolyse mit Hydrazinacetat

dar.®

OAc OAc

N,H50Ac, DMF,
Aco/m 50°C, 10min . Aco/m
AcO OAC™ OAC 64 % AcO OAc™OH
157 158
o:p=2:1 o:p =4:1

Abb. 60 Einsatz von Hydrazinacetat zur selektiven 1-O-Deacetylierung von 157

Die Isolierung des Produktes gestaltete sich in diesem Fall wesentlich leichter, so
dass das 1-O-deacetylierte Produkt 158 mit 64 % Ausbeute isoliert werden konnte
(Abb. 60).

Zur Darstellung der anomerenreinen Trichloracetimidate wurde wiederum auf das
Prinzip der kinetischen und thermodynamischen Reaktionskontrolle zurtickgegriffen.
Das anomerenreine [-Trichloracetimidat 159 wurde durch Reaktion des
Glucosederivates 158 mit Trichloracetonitril (2.9 Aquivalente) und Kaliumcarbonat
(1.6 Aquivalente) in 2 Stunden synthetisiert (Abb. 61).

OAc 5 K,COs, ClsCCN, Ohe o J‘E
Ao CH,Cly, Rt, 2 h O e
AcO ) AcO 3
OAS™OH 75 % OAG
158 159

Abb. 61  Synthese des B-Trichloracetimidats 159 (kinetische Kontrolle)

Nach saulenchromatographischer Reinigung wurde 159 in 75 % Ausbeute erhalten.
Das '"H-NMR-Spektrum zeigt eine typische Kopplungskonstante von J» = 7.9 Hz fiir
das dem anomeren Proton H-1 zugehdérige Signal.

Durch  Verlangerung der Reaktionszeit wurde unter sonst analogen
Reaktionsbedingungen nach 48 Stunden das thermodynamisch stabilere a-Anomer
160 in 80 % Ausbeute erhalten (Abb. 62).



Resultate und Diskussion 53

OAc OAc

o K,CO3, Cl3CCN, o
C C
OAC™OH 80 % OAc
158 160 O\ﬂ/CCls

Abb. 62 Synthese des Trichloracetimidats 160 (thermodynamische Kontrolle)

Das Trichloracetimidat 160 zeigte eine Kopplungskonstante von Jq, = 3.8 Hz fur das
dem anomeren Proton H-1 zugehdrige Signal. Die Umsetzung des
Trichloracetimidats 160 mit Bisbenzylphosphat lieferte den Triester 161 wie erwartet
B-anomerenrein (J12 = 7.6 Hz) in einer sehr guten Ausbeute von 95 % nach

saulenchromatographischer Reinigung (Abb. 63).

OAc OAc 0
0 (BnO),P(O)OH, o N
ACO CHCl, RL15h  aco o ™o8n
AcO > AcO OBn
OAc 95 % OAc

CCly 161

Abb. 63 Synthese des B-anomerenreinen bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-gluco-
pyranosyl-1-phosphats 161

Die Generierung des freien Phosphats erfolgte in diesem Fall problemlos durch
hydrogenolytische Abspaltung der Benzylgruppen; 2,3,4,6-tetra-O-Acetyl-glycosyl-1-
phosphat 162 wurde in 95 %iger Ausbeute als Triethylammoniumsalz isoliert.

Die Umsetzung des B-konfigurierten Trichloracetimidats 159 mit Bisbenzylphosphat
lieferte ebenfalls ausschliefl3lich den B-konfigurierten Triester 161. In diesem Fall wird
die Reaktion vollstandig durch Nachbargruppenbeteiligung der Acetylgruppe an C-2
dominiert. Durch einen Sy2-artigen Angriff des Carbonylsauerstoffs der
Acetoxygruppe entsteht ein Acetoxoniumion®’, welches die Bildung eines a-

Phosphattriesters durch sterische Abschirmung verhindert (Abb. 64).
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OAc NH OAc |$ OAc
(0] 0 O—H oo
N oo, — | g S
C AcO AcO

o M

0 _0
159 \f/ 165 T@ 166
(BnO),P(O)OH, OAc o)
CH,Cly, Rt, 1.5 h o) P
>  AcO 0”1 0Bn
AcO
87 % OBn

OAc
161

Abb. 64 Versuch der Synthese des a-anomerenreinen bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-

D-gluco-pyranosyl-1-phosphats 163

Die Trichloracetimidat-Methode ist demzufolge nur zur Synthese axial modifizierter
Hexosen geeignet, wenn Schutzgruppen eingesetzt werden, welche die
Konfiguration des anomeren Zentrums nicht durch einen Nachbargruppeneffekt

kontrollieren konnen.

4.3.2. Die Koenigs-Knorr-Methode

Eine alternative Darstellung von Glycosylphosphaten nach dem Donorverfahren
bietet die Umsetzung von acetylierten Glycosylhalogeniden mit einem
Phosphorylierungsreagenz unter Koenigs-Knorr-Bedingungen.®? Die Reaktion ist in
Bezug auf die Stereochemie am anomeren Kohlenstoffatom ausgesprochen selektiv.
Die meisten kinetischen Untersuchungen sprechen fir einen monomolekularen
Mechanismus. Zur Darstellung der Glycosylhalogenide wurden D-Glucose, D-
Mannose und D-Galactose peracetyliert und anschlieRend mit Bromwasserstoffsaure

versetzt.” In allen Fallen entstand das a-anomerenreine Glycosylbromid (Abb. 65).

OH L OAc OAc
Ac,0, Pyridin, HBr, HOAc,
Q Rt, 20 h Q 0°C>Rt, 2-4 h Q

HOWM e ACOM\A > AcOy\
OH 76-98 % OAc

131,132,133 Br
Man 170: o.:f = 3:1 Man 172: 66 %
Gal171: a:p =71 Gal 173: 76 %
Glu 157: o:p =2:1 Glu 174: 90 %

Abb. 65 Synthese der Glycosylbromide 172-174
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Im Fall der Mannose mussten die Reaktion und vor allem die Reinigung variiert
werden, da Tetra-O-acetyl-mannopyranosylbromid 172 auf3erst hydrolyseempfindlich
ist. Zur EinfUhrung der Phosphatgruppe wurden die geldsten Glycosylbromide 172-
174 mit Bisbenzylphosphat in Gegenwart von Silbercarbonat™ als Aktivator
umgesetzt. Das Silbercarbonat bindet einerseits das Bromid und deprotoniert
andererseits das Bisbenzylphosphat. Bei der Umsetzung von Glucose und Galactose
wurden die B-konfigurierten Triester 161 und 176 nach saulenchromatographischer
Reinigung mit 87 % und 81 % Ausbeute erhalten (Abb. 66).

@ o (BnO)P(O)OH, Ag,CO;, OAc Q
CH,Cly, 0°C> Rt, 20 h §/o _P
ACOM > ACOWO I “OBn
OBn
Br ) o
173, 174 Glucose 161: 87 %

Galactose 176: 81 %

Abb. 66 Synthese der B-anomerenreinen Glycosylphosphattriester 161 und 176

Die oben dargestellte Phosphorylierung erfolgte im Fall der Mannose a-
anomerenrein, vermutlich ist dies auf die trans-diaxiale Stellung der Substituenten an
C-1 und C-2 zuruckzufuhren. Wahrscheinlich findet - ahnlich wie im vorherigen
Abschnitt fur die Glucose beschrieben - ein intramolekularer Angriff des nucleophilen
Carbonyl-sauerstoffs der Acetylgruppe von C-2 statt. Durch die Bildung des
Acetoxonium-lons wird der axiale Angriff gegenuber dem &aquatorialen stark

begunstigt, so dass ausschlieRlich das a-Anomer 177 erhalten wird (Abb. 67).

OAg/go OAc/( OAc
) 0N
g2 L

OAc
AcO & ) Yo Ne® 09
AcO — | AcO <«—> AcO A\
AcO AcO
172
( Br 1 C\)/R 183
L H _
OAc
(BnO),P(0)OH, Ag,COs, OAc
CH,Cl,, 0°C>Rt, 15 h ACO -G
AcO
69 % OBn

177 O.! _0OBn
P/

I
)

Abb. 67 Synthese von 177 unter Nachbargruppenbeteiligung der C2-Acetylgruppe
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Die abschlieRende reduktive Debenzylierung mit Palladium an Aktivkohle (10 %)
unter Zusatz von Triethylamin lieferte die 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-glycosyl-1-
phosphate in 55 % (180), 87 % (179) und 98 % (162) Ausbeute in Form ihrer

einfachen Triethylammoniumsalze (Abb. 68).

OAc o) H,, Pd/C, NEt;, OAc o)
o) I Dioxan, Rt, 2-4 h §/o "

&/ /P e P
ACO g _O” | 20BN Ao~ 0" P e

OH HNEt,

175, 176 Glucose 162: 98 %
Galactose 179: 87 %
OACOACS Hy, PdIC, NEt;, OACOA(S’ ®
ACO - Dioxan, Rt, 2-4 h‘ AcO - HNEt;
AcO o 55% AcO o
177 O.1_OBn 180 O~ p-CH

Abb. 68 Synthese der 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-glycosyl-1-phosphate 162, 179 und 180

Die dargestellten Glycosylmonophosphate kénnen durch 'H-, *C-, und *'P-NMR-
Spektroskopie eindeutig charakterisiert werden. Zudem ist die anomere
Konfiguration der Verbindungen in den meisten Fallen im 'H-NMR-Spektrum
ablesbar. Im Fall der Mannose ist die Bestimmung der anomeren Konfiguration durch
Aufnahme eines '*C-gated-NMR-Spektrums méglich. Die Charakterisierung von
Glycosylmonophosphaten und die Bestimmung der anomer gebundenen
Phosphatgruppe soll exemplarisch anhand der 'H- und "™C-NMR- Spektren von
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactosyl-1-phosphat 179 veranschaulicht werden (Abb.
69 und 70).
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Im "H-Spektrum ist fir das anomere Proton H-1 ein dd-Signal erkennbar, das zum
einen durch die vicinale 3J-Kopplung zum paramagnetischen *'P-Atom der
Phosphatgruppe verursacht wird. Diese Kopplung liegt im Allgemeinen in der
GroRenordnung von 3Jip = 6.5 - 7.9 Hz. Das zweite Duplett resultiert aus der
vicinalen Kopplung von H-1 und H-2, die bei a-konfigurierten Verbindungen zu einer
Kopplungskonstante von 3J;, = 3.2 - 3.6 Hz filhrt. Bei B-konfigurierten
Glycosylmonophosphaten sind die Ji2- und die Jqp-Kopplungskonstanten oftmals
nicht bestimmbar, da das anomere Proton und das Proton an C-3 eine ahnliche
chemische Verschiebung besitzen und deren Signale ein Multiplett bilden. Bei den
ungeschitzten a- und B-Phosphaten kommt es des Weiteren infolge dynamischer
Effekte teilweise 2zu einer Linienverbreiterung, so dass auch hier die
Kopplungskonstanten nicht immer genau ablesbar sind. Im breitbandentkoppelten
3C-Spektrum sind fir a- und B-Glycosylmonophosphate Dublett-Aufspaltungen fur
das C-1- und das C-2 Atom sichtbar. Das Dublett an C-1 resultiert aus einer
geminalen Kopplung von C-1 und dem 3'P-Atom der Phosphatgruppe mit einer
Kopplungskonstante von 2Jc.1p = 4.0 — 6.0 Hz. Das entstehende Dublett an C-2 wird
durch eine entsprechend vicinale Kopplung von C-2 mit der Phosphatgruppe (2J0-1‘P
= 7.0 — 8.0 Hz) verursacht. Bei benzylgeschitzten Monophosphaten ist ausserdem
die geminale Kopplung zwischen der Methylengruppe und des Phosphors als Dublett
erkennbar. Zusétzlich zur "H- und "*C-Spektroskopie dient die *'P-Spektroskopie der
Charakterisierung phosphorylierter Verbindungen. Im breitbandentkoppelten *'P-
Spektrum ergibt sich fur die Glycosylmonophosphate ein Singulett mit einer
typischen chemischen Verschiebung von & = -0.5 bis -3.0 ppm bezogen auf ortho-

Phosphorsaure (& = 0 ppm).

4.3.3. Die Phosphoramidit-Methode

Die Phosphorylierung der freien anomeren Hydroxyfunktion nach dem
Acceptorverfahren kann u. a. lber die Phosphoramidit-Methode® erfolgen, bei
welcher ein Amin das Halogenid (vgl. Koenigs-Knorr, S. 52) als Abgangsgruppe

ersetzt. Weite Verbreitung haben unter anderem Chlor-2-cyanoethyl-N,N-di-iso-

d96,97 t98

propylphosphorami sowie Dibenzyl-N,N-diethylphosphoramidit™ gefunden. Die

Oxidation eines Glycosylphosphits wird in situ mit 3-Chlorperbenzoesaure®,

d100

Wasserstoffperoxid'%°, tert-Butylhydroperoxid, oder lod'" bewerkstelligt.
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Die peracetylierten Verbindungen 170, 171 und 157 wurden - wie fur die Glucose
bereits im vorigen Abschnitt beschrieben - selektiv am anomeren Zentrum durch
Reaktion mit Hydrazinacetat in DMF entschutzt (Abb. 71).

OAc Hydrazinacetat, OAc
0 DMF, 50°C, 10 min ﬁ/o

ACO/\A‘MOAC 61-74% ACOW%

170, 171, 157

OH

Mannose 185: nur a
Galactose 186: a.:f = 3:1
Glucose 158: o:p = 4:1

Abb. 71 Darstellung der Verbindungen 185, 186 und 158

Die entstandenen Anomerengemische konnten nicht chromatographisch getrennt
werden, daher wurden die Verbindungen 185, 186 und 158 direkt mit Bisbenzyl-N,N-
di-iso-propylphosphoramidit 188 zur Reaktion gebracht. Zur Darstellung des
Phosphoramidits 188 wurde Benzylalkohol in Diethylether gelost, mit Triethylamin
versetzt, und zu einer LOsung des Dichlor-N,N-diisopropyl-aminophosphans
(Synthese auf S. 46 beschrieben) in Diethylether gegeben. Nach Filtration und
chromatographischer Reinigung wurde 188 in 41 % Ausbeute erhalten (Abb. 72).

- J\ ELO, NEts, -78°C g J\
CI/\P_N t2 ©/\OH - ~ B o/\P_N
] - 2 HNEt,Cl n —
129

187 41 % 188

Abb. 72  Synthese des Amidits 188 mit Dichlor-N,N-diisopropylaminophosphan 129

In der anschliefenden Phosphorylierungsreaktion fungierte 1H-Tetrazol als Aktivator.
Dieses bildet mit dem Phosphoramidit 188 nach Austritt von Diisopropylamin ein
reaktives Tetrazolid und erleichtert somit den nucleophilen Angriff der
Hydroxygruppe auf das Phosphoratom. Aufgrund der Einstufung von 1H-Tetrazol als
explosionsgefahrliche Verbindung wurde in jlungster Zeit das in der
Oligonucleotidchemie standardmafRig eingesetzte Dicyanoimidazol (DCI) als
Aktivator verwendet (Abb. 73).
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1) 188, DCI, CH,Cl,,
Rt, 0.5 h
OAc 2) mCPBA, 0°C»> OAc
o) Rt, 0.5 h ﬁ/o

ACOTAW > AcO7y,
OH OBn

o\ |/OBn
158, 185, 186 Mannose 177: 77 % ﬁ
Glucose 163: 63 % 0

Galaktose 189: 51 %

Abb. 73  Synthese der a-anomerenreinen Glycosylphosphattriester 163, 177 und 189

Analog zur Darstellung der cycloSal-Nucleotide Uber die Phosphor(lll)-Route (vgl.
Kap. 4.2. und 4.2.5.) wurde der intermediar erzeugte Phosphittriester in situ mit 3-
Chlorperbenzoesaure (mCPBA) zum Phosphattriester oxidiert, wodurch die a-
konfigurierten Verbindungen 163, 177, und 189 in Ausbeuten von 51-77 % erhalten
wurden. Auf die Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid wurde in diesem Fall verzichtet,
da es deutlich teurer als mCPBA ist und die Notwendigkeit strikt trockener
Reaktionsbedingungen in diesem Fall nicht gegeben war. Die 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-
D-mannopyranose 185 als Ausgangssubstanz lag bereits als reines a-Anomer vor,
auch der Bisbenzylphosphattriester 177 war a-anomerenrein. Zur Reinigung war
daher lediglich die Abtrennung des Uberschissigen Phosphoramidits mittels einer
schnellen Saulenfiltration nétig. Bisbenzyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-mannopyranosyl-
phosphat 177 konnte so mit 77 % Ausbeute isoliert werden. Im Fall der Glucose- und
Galactosederivate 163 und 189 mussten die a- und -B-Anomere durch
Saulenchromatographie voneinander getrennt werden. Die gewlnschten a-
anomerenreinen Verbindungen wurden schlief3lich in 63 % und 51 % Ausbeute
erhalten. Die B-konfigurierten Verbindungen 161 (Glc) und 176 (Gal) wurden mit
dieser Methode in 16 % und 14 % Ausbeute isoliert und wurden zusammen mit den
Verbindungen, die nach der Koenigs-Knorr-Methode gewonnen wurden, weiter
umgesetzt.

Die anschlielende hydrogenolytische Spaltung der Benzylschutzgruppen an Pd/C
(10 %) verlief problemlos und fuhrte zu den ungeschutzten Phosphaten 180, 190 und
191 in sehr guten Ausbeuten von 92-98 % (Abb. 74).
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A A
Ohe H,, Pd/C, NEt, Ohe

§/0 Dioxan, Rt, 2-4 h §/O
ACOT/ﬂ > ACOM HNEL
OB OH o °

c o
O.!_OBn 0o.1_0
f Mannose 180:98 %
163,177,189 O Glucose 190:92% O
Galaktose 191: 94 %

Abb. 74 Synthese der a-anomerenreinen Triethylammonium-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
gylcosyl-1-phosphate 180, 190 und 191

Die Phosphoramidit-Methode ist eine gut durchfihrbare Methode zur Darstellung von
Glycosylmonophosphaten, die den Vorteil bietet, die a-und B-konfigurierten
Monophosphate in nur einer Reaktion zu synthetisieren. Im Fall der D-Glucose und
der D-Galactose war die Ausbeute der B-Anomere jedoch relativ gering. Daher
wurde die Koenigs-Knorr-Methode als einfache Synthesemdglichkeit zusatzlich

herangezogen, um die R-konfigurierten Glycosylmonophosphate darzustellen.

4.3.4. Darstellung der Gulosederivate 201-214

Zur Untersuchung der Biosynthese von Lipopolysacchariden gramnegativer
Bakterien ist der XDP-Zucker Cytidindiphosphat-6-desoxy-D-gulose 134 von grofer
Relevanz. Zur Darstellung von 6-Desoxy-D-Gulosemonophosphat 214 wurde D-

Gulono-1,4-lacton 200 als kommerziell erhaltliche Ausgangsverbindung eingesetzt.
4.3.4.1. Versuch der Darstellung von D-Gulose 201

Da D-Gulose 201 ein verhaltnismalig teures Monosaccharid ist, wurde zunachst
versucht, diese aus dem entsprechenden D-Gulono-1,4-lacton 200 gemal} einer aus
der Literatur'®®'% bekannten Reduktion zu erhalten. Es wird angenommen, dass der
Reduktionsschritt eine Furanose liefert. Diese wandelt sich durch Mutarotation in das
fur  die D-Gulose unter  den gegebenen Bedingungen typische
Gleichgewichtsgemisch um. Das Lacton 200 wurde in Wasser gelost und mit
Natriumborhydrid reduziert. Dabei musste beachtet werden, dass die
Reduktionsmischung nicht zu basisch wird, da das aus dem Lacton entstehende
Natriumsalz der freien Saure nicht weiter reduziert worden ware. Durch Zugabe von
verdunnter Schwefelsdure wurde der pH-Wert der Losung daher auf 3 bis 4
eingestellt (Abb. 75).
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NaBH,, H,0, H,80,, OH OH

OH
HO (0] 0°C>Rt, 3h o
0 /o
H i
OH “OH

OH OH OH
200 201

Abb. 75 Versuch der Reduktion von D-Gulono-1,4-lacton 200 mit Natriumborhydrid

D-Gulose 201 konnte auf diesem Wege nicht isoliert werden, da es vermutlich zu

einer Uberreduktion bis zum Gulitol 202 gekommen war (Abb. 76).

OH OH OH
HO 0 NaBH,4 0
O B ——— —_—
H
OH “OH
OH OH OH
200 201a
OH OH OH OH
OH NaBH,4 OH
0 —_— OH
OH OH
OH OH
201b 202

Abb. 76  Uberreduktion von 200 zum Gulitol 202 durch Natriumborhydrid

Die vollstandige Reduktion zu 202 verlauft Uber die acyclische Aldehydform 201b,
welche mit dem Halbacetal 201a im Gleichgewicht steht. Eine energetische
Begunstigung des Halbacetals sollte daher die Reduktion zu 202 unterbinden, wobei
die Einflussnahme auf das Gleichgewicht Uber das Ldsungsmittel vorgenommen
werden sollte. Diese Versuche scheiterten unter anderem wegen der schlechten
Loslichkeit des D-Gulono-1,4-Lactons 200.

4.3.4.2. Synthese von 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lacton 203

Aufgrund der in Kapitel 4.3.4.1 gewonnenen Ergebnisse sollten die freien
Hydroxygruppen des D-Gulono-1,4-Lactons 200 so geschutzt werden, dass sich die
Loslichkeit dieser Verbindung in organischen Losungsmitteln deutlich erhdhen
wurde. Zudem sollten die verwendeten Schutzgruppen in einer nachfolgenden

Reaktion basenstabil und nicht reduktiv abspaltbar sein. Eine einfache Maoglichkeit



Resultate und Diskussion 63

bot die Acetalisierung von Furanosen unter Standardbedingungen.’®*'% Die

Isopropyliden-Schutzgruppe wurde unter Verwendung von Aceton und geringer
Mengen Schwefelsaure'® zweifach in das Molekiil eingefiihrt, das 2,3:5,6-Di-O-
isopropyliden-D-gulono-y-lacton 203 konnte nach Kristallisation in 66 % Ausbeute
isoliert werden (Abb. 77).

OH Aceton, H,SOy, #\O
HO 0 Na,SO,, A, 48 h o e}
0 . 0]
H 66 % H

OH OH o 0O

200 203 ><

Abb. 77  Darstellung von 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lacton 203

Obwohl die D-Gulose 201 selbst ein cyclisches Halbacetal ist, ist diese gegenuber
Sauren sehr viel stabiler als das korrespondierende Isopropyliden-Acetal. Es sollte
also ohne weiteres moglich sein, die D-Gulose nach Reduktion der Carbonylgruppe

durch vorsichtige saure Hydrolyse zu gewinnen.
4.3.4.3. Synthese von 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lactol 204

Die Reduktion des 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lactons 203 wurde mit
Natriumborhydrid und Tetrahydrofuran als Losungsmittel bei 0 °C durchgefuhrt. Aus
bislang ungeklarten Grinden konnte lediglich ein Gemisch aus dem Edukt und vielen
unidentifizierbaren Produkten gewonnen werden. Alternativ erfolgte die Reduktion
mit DIBAL-H in Toluol bei -78°C binnen zwei Stunden.'®”'%®'% Nach
saulenchromatographischer Reinigung konnte die 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-

Gulose in 52 % Ausbeute isoliert werden.

1 5
DIBAL-H, Toluol,
o) o o -78°C, 2h 0 0 OH
H 52 % H 'H

Abb. 78  Darstellung von 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-Gulose 204
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An dieser Stelle sei erwadhnt, dass im 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 204
lediglich eine vicinale Kopplung zwischen dem anomeren Proton H-1 und der
entstandenen Hydroxygruppe zu verzeichnen war. Gemall der Karplus-Beziehung
weist die fehlende vicinale Kopplung zwischen H-1 und H-2 auf eine orthogonale

Stellung der Protonen zueinander hin.

4.3.4.31. Synthese von 1-Methyl-2,3:5,6-di-O-isopropyliden-D-gulose 205

Um die geschutzte D-Gulose 204 an der C-6 Position reduzieren zu kdnnen, musste
zunachst die neu formierte anomere Hydroxygruppe entsprechend geschutzt
werden. Eine Methylgruppe schien als Maskierung geeignet, da sie sich analog der
Isopropyliden-Gruppen im sauren Milieu abspalten lasst. Nach einer gangigen
Methode''® zur Methylierung der Hydroxy-Komponente wurden Natriumhydrid als

Base und Methyliodid als Alkylierungsreagenz verwendet (Abb. 79).

0 0 OH  NaH,CHj,DMF, o o) OCH,
H “H U H “'H

Abb. 79  Versuch der Synthese von 1-Methyl-2,3:5,6-di-O-isopropyliden-D-Gulose 205

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur in DMF durchgefuhrt. Die
dunnschichtchromatographische Reaktionskontrolle zeigte einige Produkte, die
allesamt polarer waren als das Edukt 204 was auf eine Zersetzung der Verbindung
hindeutete.’" Auch eine Reaktionsfiihrung bei tiefer Temperatur (-40 °C) anderte
nichts an diesem Ergebnis. Daher wurde Kaliumhydroxid zur Deprotonierung
verwendet und die Reaktion in THF durchgefihrt. Um die Hydroxy-Gruppe maéglichst
vollstandig in das Anion zu uberfihren wurde dem Reaktionsgemisch 18-Krone-6
zugesetzt."'? Das Produkt wurde nach chromatographischer Reinigung mit 81 %
Ausbeute erhalten (Abb. 80).
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#\o KOH, CHl, 18-Krone-6, #\O
0 0 oH THF.Rt2h o 0 OCHj
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204 >< 205 ><

Abb. 80 Darstellung von 1-Methyl-2,3:5,6-di-O-isopropyliden-D-gulose 205

43.4.4. Synthese von 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-D-gulonolactol 206

Die unterschiedliche Hydrolysestabilitdt der Isopropyliden-Gruppen im sauren Milieu
wurde zur selektiven Deblockierung der 5,6-Isopropyliden-Gruppe genutzt. Da das
primare Sauerstoffatom an C-6 reaktiver ist wird das 5,6-Acetal vergleichsweise
schnell gespalten.' Die 2,3-Isopropylidengruppe und die anomere Methylgruppe
sollten bei Verwendung einer milden Saure nicht angegriffen werden. 1-Methyl-
2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulonolactol 205 wurde daher bei Raumtemperatur mit
verdunnter Essigsaure behandelt. Das gewunschte Produkt 206 konnte nach kurzer

Kieselgelfiltration in sehr guter Ausbeute von 92 % isoliert werden (Abb. 81)."

#\0 verd. HOAc, H,0, OH
o) O OCH; Rt 20h HO o OCH,4
H “H 92 % H “H

o O o 0O

205 >< 206 ><

Abb. 81  Darstellung von 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-D-Gulonolactol 206

4.3.4.4.1. Synthese von 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-5,6-di-O-mesyl-D-
Gulose 207

Um die wenig nucleofuge Hydroxy-Gruppe in der C-6-Position des D-
Gulosederivates 206 entfernen zu kdnnen, musste diese vor der
Substitutionsreaktion in eine bessere Abgangsgruppe Uberfiihrt werden."'®> Durch
Reaktion von 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-D-gulonolactol 206 mit Mesylchlorid in
Pyridin konnte die 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-5,6-di-O-mesyl-D-gulose 207
dargestellt werden (Abb. 82).
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OMs

OH MsCl, Pyridin,
HO o OCHj 0°C,2h MsO o OCHjs
H “'H H "“H

o 0O o 0O

206 >< 207 ><

Abb. 82 Synthese von 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-5,6-di-O-mesyl-D-gulose 207

Da die saulenchromatographische Reinigung Probleme bereitete und mit einer
Umkristallisation hohe Ausbeuteverluste einher gingen, wurde die Verbindung 207
als Rohprodukt weiter umgesetzt und lediglich zu analytischen Zwecken teilweise
gereinigt. Eine weitere Madglichkeit zur Aktivierung der 6-Position war die
Uberfiihrung der freien Hydroxygruppen des Eduktes 206 in ihre Tosylate."'®""” Da
die Reinigung des Produktes sich jedoch noch schwieriger gestaltete, wurde von

dieser Variante im weiteren Verlauf abgesehen.

4.3.4.4.2. Synthese von 1-Methyl-6-desoxy-2,3-O-isopropyliden-D-gulose-
furanosid 208

Die Desoxygenierung an C-6-Position des mesylat-aktivierten Gulose-Derivates 207
erfolgte mit LiAlH, als Quelle nucleophiler Hydrid-Anionen.'"®"'® Hierbei wurde in
einer Sn2-Reaktion lediglich die reaktivere Mesyl-Gruppe am primaren
Kohlenstoffatom angegriffen, das Mesylat am sekundaren C-Atom hingegen wurde

im Zuge der basischen Aufarbeitung zur Hydroxygruppe hydrolysiert (Abb. 83).
OH

OMs LiAIH,, Benzol,
MsO ) OCH, Reflux, 7 d N @) OCH,4
H “'H 73 % H “H

o 0O o O

207 >< 208 ><

Abb. 83  Synthese von 1-Methyl-2,3-O-isopropyliden-6-desoxy-D-gulose 208

Das Rohprodukt wurde aus n-Hexan umkristallisiert und das desoxygenierte

Gulosederivat 208 wurde in 73 % erhalten.
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4.3.4.5. Darstellung der 6-Desoxy--D-gulose 209

Zur Entschutzung der desoxygenierten Verbindung 208 wurde erneut auf die
Methode der schnellen Acetalspaltung’’ (siehe Kap. 4.2.1.4.) zuriickgegriffen. Dazu
wurde 208 in Acetonitril geldst, im Anschlu® wurden H,O und einige Tropfen HCI
hinzugeflgt. Das Gemisch wurde kurz zum Sieden erhitzt. Hierbei entweichen das
bei der Isopropyliden-Spaltung entstehende Aceton und Methanol und werden so
dem Gleichgewicht entzogen. Die vollstandig entschutzte, polare 6-Desoxy-gulose
209 befand sich nun in der wassrigen Phase und konnte nach Gefriertrocknung und

Saulenchromatographie an RP-18 Kieselgel in 84 % isoliert werden (Abb. 84).

OH HCI, CH3CN, H,0, OH
(@) OCHj,4 A\, 2-3 min N o
H “'H 84 %
o o o OH “OH
>< o:p=1:11
208 209

Abb. 84  Synthese von 6-desoxy-D-Gulose 209

4.3.4.6. Darstellung von 6-Desoxy-B-D-Gulosemonophosphat 214

Analog der in Kap. 4.3.2. beschriebenen Syntheseroute wurde zunachst die 6-
Desoxy-gulose 209 mit Essigsaureanhydrid und Pyridin peracetyliert; die Verbindung
210 wurde in 80 % erhalten. Bemerkenswert ist das Vorliegen des reinen [3-
Anomers. Die selektive Entschitzung der anomeren Hydroxyfunktion erfolgte mit
Hydrazinacetat, nach saulenchromatographischer Aufreinigung wurde 211 mit 54 %
Ausbeute und einem Anomerenverhaltnis von a: = 1:4 isoliert. Zur EinfGhrung der
Phosphatgruppe wurde die Phosphoramiditmethode (siehe Kap. 4.3.3) gewahlt, um
das a-und B-konfigurierte 6-desoxy-D-Gulosemonophosphat in nur einem
Syntheseschritt zu erhalten. Dazu wurde 211 mit Dibenzyldiisopropylphosphoramidit
sowie DCI versetzt und in situ mit mCPBA zur Phosphor(V)-Verbindung oxidiert.
Nach saulenchromatographischer Trennung wurde das a-Anomer in 8 % Ausbeute
erhalten, das B-Anomer konnte in 62 % isoliert werden. Da der nucleophile Angriff
der anomeren Hydroxygruppe auf das Phosphoratom von 188 die Konfiguration am
anomeren Zentrum von 211 unbertuhrt lasst, entsteht das resultierende

Zuckerphosphat vorwiegend B-konfiguriert. Das urspringliche Anomerenverhaltnis
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von a:f = 1:4 wurde vermutlich aufgrund von Verlusten des a-Produktes bei der
saulenchromatographischen Reinigung zu einem Anomerenverhaltnis von a: = 1:8
verschoben. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde lediglich der f-
Gulosephosphattriester 213 weiter umgesetzt. Nach hydrogenolytischer Abspaltung
der Benzylgruppen wurde 6-Desoxy-gulose-monophosphat 214 in Form des

einfachen Triethylammoniumsalzes mit 71 % Ausbeute erhalten (Abb. 85).

Ac,0, Pyridin Hydrazinacetat

Rt 18h DMF. 50°C, 10 min
——
80 % 54 %

1.)188, DCI,
CH,Cly, Rt, 0.5 h
2.)mCPBA, 0°C,  OA
0.5h

70 % % mo | ~0Bn
OH oac] oen

O. /OBn

O H,, Pd/C,
NEts;, Dioxan,
Rt, 6 h
71 %

o
OIOH

HNEt3 214
Abb. 85 Synthese von 6-Desoxy-B-D-gulosemonophosphat 214

4.3.5. Versuch der Darstellung von 6-Desoxy-L-altrose

Ein weiterer XDP-Zucker, der flr Biosynthesestudien von Lipopolysacchariden gram-
negativer Bakterien bendtigt wird, ist Desoxythymidindiphosphat-6-desoxy-L-altrose.
Diese Verbindung kdnnte durch nucleophilen Angriff eines vollgeschitzen 6-Desoxy-
L-altrose-monophosphats auf das 5-Nitro-cycloSal-3’-OAcdT-monophosphat 126
synthetisiert werden. Zur Darstellung des 6-Desoxy-L-altrose-monophosphats sollte
zunachst die 6-Desoxy-L-altrose synthetisiert werden. Hierbei wurde die L-Altrose
aufgrund der sehr hohen Anschaffungskosten nicht als Ausgangsmaterial verwendet.
Die Synthesestrategie zur Darstellung der L-Altrose war die Epimerisierung der

kostengunstigen D-Galactose in der 5-Position.
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CHO CHO
H——OH H——OH
HO——H HO——H
HO——H 5-Epimerisierung HO——H
H——OH HO——H
CH,OH CH,OH
D-Galaktose L-Altrose
OH oH OH
0 5-Epimerisierung o HO O\H OH
= HO 2
HO HO
OH "OH \\_OH "OH
OH OH
D-Galaktose L-Altrose

Abb. 86 5-Epimerisierung der D-Galactose

Dazu mussten die Ubrigen freien Hydroxygruppen der D-Galactose entprechend
geschutzt werden. Um eine Epimerisierung zu ermoglichen, musste die Pyranose
zudem in ihre offenkettige Form gezwungen werden. Unter Standardbedingungen
wurde kommerziell erhaltliche Methyl-a-D-galaktopyranose vollstandig benzyliert und
anschlieBend mit Trifluormethansulfonsaure an der anomeren Position selektiv
entschitzt. Zur Ringdéffnung wurde 144 in Gegenwart von Trifluoressigsaure mit
Ethanthiol behandelt. Aufgrund der hoheren Nucleophilie des Schwefels im Vergleich
zum Sauerstoff bildet sich hier bevorzugt das Dithioacetal.'® Das zunachst
entstehende Oxocarbeniumion wird Uber die freien Elektronenpaare des Schwefels
nucleophil angegriffen, es entsteht ein Thioglykosid. Durch anschlieRende
Protonierung des Ringsauerstoffatoms kommt es zur Ringoffnung unter Entstehung
eines planaren Carbeniumions an C-1. An dieses Carbeniumion kann sich erneut
Ethanthiol unter Bildung des Dithioacetals 145 anlagern. Die Umkehrung der
Konfiguration der Hydroxyl-Gruppe am C-5 Atom sollte mit Hilfe der Mitsunobu-
Inversion'”'  erfolgen (Abb. 87). Dabei sollte Triphenylphosphin  mit
Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) zu einem zwitterionischen Addukt reagieren, das
die Benzoesaure durch seine Basizitat deprotoniert. Die Hydroxylgruppe von 145
sollte nun den positiv geladenen Phosphor angreifen, wobei sich ein
Oxophosphoniumsalz unter Abspaltung eines Hydrazinderivates bilden sollte. Dann
sollte die eigentliche nucleophile Substitution durch Angriff der Benzoesaure auf das
C-5 Atom unter Inversion der Konfiguration erfolgen. Der entstehende Ester sollte

anschlie3end unter Retention der Konfiguration verseift werden. Bei der Umsetzung
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von 145 mit Benzoesaure unter Mitsunobu-Bedingungen konnte aus bislang
ungeklarten Griinden kein Produkt gebildet werden. Im 'H-NMR Spektrum wurde
lediglich das Edukt identifiziert.

) NaH, DMF,

OH OH 0 C.1h OBNn OBnN CF3SO3 OBNn OBn
) BnBr, Rt, 12 h HOAc 80° c 3 h \m
79 % 66 %
Me ap=1: 1
144
Ets.__ SEt Ets.__ SEt
P(Ph)3,DIAD
EtSH, TFA, H——O0Bn PhCOOH, Et,0 H——OBn
Rt, 12 h BnO——H 0°C—=Rt17h ,,  BrOo——H
—_— .
46 % BnO——H T Bho——H
H——OH H——OH

Abb. 87  Versuch der Darstellung von L-Altrose

Eine andere Moglichkeit der Epimerisierung ware die Oxidation der 5-
Hydroxylgruppe mit anschliel3ender stereoselektiver Reduktion. Nach erfolgreicher
Epimerisierung musste das Thioacetal wieder gespalten werden. Da Dithioacetale
gegenuber Saurehydrolyse aufgrund der geringeren Basizitat des Schwefels meist
bestandiger sind als ihre Sauerstoffanaloga, musste hier unter Umstanden eine

Alternative untersucht werden.

Da die L-Altrose im NDP-Zucker desoxygeniert vorliegen soll, wurde die D-Galactose
parallel zur Epimerisierung am C-6 Atom reduziert. Hierzu wurden die sekundaren
Hydroxyfunktionen von 132 durch Einfihrung der Isopropyliden-Schutzgruppe in
75 % Ausbeute acetalisiert. Die primare Hydroxyfunktion wurde durch Reaktion mit
para-Toluolsulfonsaurechlorid zunachst in eine bessere Abgangsgruppe uberfuhrt
und anschlieBend mit Natriumborhydrid in 72 % Ausbeute reduziert (Abb. 88). Die
Isopropyliden-Gruppen sollten im sauren Milieu abspaltbar sein. Die 6-Desoxy-D-
Galactose konnte dann analog zur oben beschriebenen Synthesestrategie

epimerisiert werden.
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OH OH Aceton, HySOy, O OH pTsCl, Pyridin, o OTs
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Abb. 88 Darstellung der 6-Desoxy-D-galactose 141

4.4. Synthese von Nucleosiddiphosphat-Pyranosen

4.4.1. Die Morpholidat-Methode

Um in der Synthese und Reinigung von polaren XDP-Zuckern erste Erfahrungen zu
sammeln, wurde 2’-Desoxythymidindiphosphat-D-glucose 223 als Referenz-
verbindung nach der mittlerweile als Standardverfahren etablierten Morpholidat-
Methode, erstmalig beschrieben von Moffat und Khorana (Kap. 2.2., S. 7),'°
synthetisiert.

441.1. Synthese von 2’-Desoxythymidin-diphosphat-D-glucose 223

Zur Darstellung der Schlusselverbindung dT-5-Morpholidat 219 in der Morpholidat-
Kupplungs-Reaktion wurde 2’-Desoxythymidin-5’-monophosphat 215 bendtigt, das
aus dem entsprechenden 2’-Desoxythymidin durch Phosphorylierung der 5’-
Hydroxyfunktion synthetisiert werden sollte. In der Literatur finden sich zahlreiche
Syntheseméglichkeiten zur Phosphorylierung von Alkoholen.'??'23124 Eine einfache
Moglichkeit ist die Reaktion des Alkohols mit Phosphorylchlorid zu einem
Phosphordichloridat, das nach Hydrolyse in das gewlnschte Monophosphat
iberfiihrt werden kann.'® Im Fall von Nucleosiden, die eine freie Hydroxyfunktion in
3’-Position tragen, kann es jedoch in einer Nebenreaktion zur Bildung eines
cyclischen 3',5’-Phosphatdiesters kommen. Eine weitere Methode zur Synthese von
Nucleosidmonophosphaten  beruht auf der selektiven  Spaltung von

Phosphattriestern. Zwei der Alkylphosphatbindungen werden hierbei so gewahlt,
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dass sie gezielt unter Erhalt der dritten Phosphorsaureesterbindung gespalten
werden kénnen. Eine Anwendung dieser kontrollierten Spaltungsreaktion stellt die
Hydrolyse eines entsprechenden cycloSal-Phosphattriesters dar (Abb. 89). Nach
nucleophilem Angriff eines Hydroxidions auf den Phosphattriester 220 wird zunachst
die Phenylesterbindung als labilste der drei Alkylphosphatbindungen gespalten.
Diese Spaltung leitet wiederum einen spontanen Bindungsbruch der

Benzylesterbindung ein, der zur Freisetzung des Monophosphats 222 fuhrt.

XX o oH® X o (|) O—R spontan I
X 1,0 — X5 ~p” —— o.-P~
o P L T 0" 1 0O—R
0~ "O-R OH O o©
220 221 222

Abb. 89 Hydrolyse eines cycloSal-Phosphattriesters 220 zum Monophosphat 222

Wie bereits in Kap. 2.3. erlautert, wurde das cycloSal-Konzept primar als Prodrug-
System zur intrazellularen Freisetzung von Nucleosidmonophosphaten entwickelt.
Da diese Freisetzung lediglich aus einem Anstieg des pH-Wertes beim Ubergang ins
Cytosol resultiert und somit nicht auf einer enzymatischen Aktivierung basiert, kann
diese Methode auch zur Darstellung von Nucleosidmonophosphaten im

LabormaRstab herangezogen werden. %1%

Die Hydrolysegeschwindigkeit von
cycloSal-Phosphattriestern kann durch Acceptorsubstituenten am aromatischen Ring
in para-Stellung zur phenylischen Esterbindung deutlich erhoht werden. Aus diesem
Grund wurde zur Generierung von 2’-Desoxythymidin-5’-monophosphat 215 5-Chlor-
cycloSal-3’-O-acetyl-dT-mono-phosphat 111 in Acetonitril und Wasser geldst und mit
Triethylamin versetzt. Die Darstellung von 111 wurde in Kap. 4.2.5.1, S. 41
beschrieben. Das Rohprodukt wurde durch Chromatographie an RP-C18-Kieselgel
gereinigt, das gewunschte dT-Monophosphat 215 wurde zu 43% in Form des

Triethylammoniumsalzes erhalten (Abb. 90).
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O/P""'O N/go H,O, RT, 12 h @O’?\O N/KO
(0] 43 % ® OH (0]
HNEt;
111 215
OAc OH

Abb. 90 Synthese von dT-Monophosphat 215 durch basische Hydrolyse von 111
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Durch Elution des Thymidinderivates 215 an einer mit Protonen beladenen
lonenaustauschersaule wurde versucht, das Monophosphat 215 in Form der freien
Saure zu erhalten. Da 215 vermutlich aufgrund der zu hohen Aciditdt des
lonenaustauscherharzes zerfiel, wurde die Verbindung in Form des
Triethylammoniumsalzes weiter umgesetzt.

Zur Synthese des dT-5-Morpholidats 219 wurde das Monophosphat 215 mit je vier
Aquivalenten Morpholin und DCC in wassrigem tert-Butanol unter Rickfluss
erhitzt.'?® (Abb. 91).
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Abb. 91  Synthese des dT-5-Morpholidats 219

Da sich die Reinigung als schwierig erwies, wurde 219, in Anlehnung an die
Literatur, in verunreinigter ~ Form als  4-Morpholino-N,N’-dicyclohexyl-
carboxamidinium-Salz zur Kupplung eingesetzt.

Die Kupplung des dT-5-Morpholidats 219 wurde mit Tetra-O-acetyl-a/B3-D-glucose-1-
phosphat 149 bei Raumtemperatur in Pyridin durchgefuhrt (Abb. 92). Erstaunlich ist,
dass sich in nahezu der gesamten Literatur, welche sich der Morpholidat-Kupplung
bedient, ein verfestigtes Syntheseprotokoll durchgesetzt hat. Es wird fast
ausschlielich absolutes Pyridin als Losungsmittel neben gréleren Mengen an 1H-
Tetrazol als Aktivator und Pyranosylphosphaten in Form ihrer Mono- und Tri-n-
octylammonium-Salze verwendet.

Zunachst sollte die Reaktion ohne 1H-Tetrazol durchgefiuhrt werden. Da die

Morpholidat-Kupplung strikte Schlenk-Bedingungen erfordert, wurden sowohl das
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dT-5-Morpholidat 219 als auch das Pyranosylphosphat 149 zur Entfernung von
Kristallwasser mehrfach mit Pyridin co-evaporiert. Tetra-O-acetyl-a/3-D-glucose-1-
phosphat 149 wurde als Triethylammoniumsalz eingesetzt, das Reaktionsgemisch

wurde entsprechend der Literatur 5 Tage bei Raumtemperatur geruhrt.

219 OH HNEt3
Pyridin,
RT 5d
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ACO O/ \ /
[\@
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=

Abb. 92 Synthese von 2-Desoxy-thymidindiphosphat-tetra-O-acetyl-a/B-D-glucose 223
nach der Morpholidat-Methode

Allerdings waren nach dieser Reaktionszeit beide Edukte (219, 149) noch
dunnschichtchromatographisch detektierbar. WITTMANN und WONG publizierten in
diesem Zusammenhang eine modifizierte Morpholidat-Kupplung, bei der 1H-Tetrazol
als Aktivator fungiert.”® Bei den iblicherweise verwendeten Mengen von 2.5 bis 5
Aquivalenten soll sowohl eine Reaktionsbeschleunigung als auch eine
Ausbeuteerhohung durch die Kombination von Nucleophilie und Aciditat des
Aktivators erreicht werden. 1H-Tetrazol wird gewdhnlich zur Aktivierung von
Phosphoramiditen in der Oligonucleotidsynthese eingesetzt.'**"*%"*" |m Fall der
Morpholidat-Kupplung protoniert das 1H-Tetrazol als schwache Saure (pKy-Wert =
4.9) ebenfalls den Stickstoff der Austrittsgruppe —hier das Morpholin- und bildet ein
hochreaktives Tetrazolid 224 (Abb. 93).
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Abb. 93  Entstehung des Tetrazolids 224 wahrend der Morpholidat-Kupplung unter 1H-

Tetrazol-Aktivierung

Dieses wahrend der Kupplung intermediar auftretende Tetrazolid wurde mittels
MALDI-TOF-Untersuchungen des Reaktionsmediums nachgewiesen. Der
nucleophile Angriff des Glycosyl-1-Phosphats auf das Phosphoratom wird durch die
intermediare Tetrazolid-Bildung erleichtert und das Zuckernucleotid demzufolge

schneller gebildet.

Obwohl Essigsaure einen nahezu identischen pK,-Wert von 4.75 besitzt, vermag
diese nicht, die Kupplung zu beschleunigen, was darauf hindeutet, dass es sich bei
der Reaktionsbeschleunigung durch 'H-Tetrazol nicht um eine bloRe Saurekatalyse
handelt. Andererseits hat 1,2,4-Triazol, das in Pyridin ein starkeres Nucleophil als
'H-Tetrazol ist'*, einen sehr geringen Effekt auf den Umsatz im Vergleich zur

unkatalysierten Reaktion.

Um den Einfluss des 1H-Tetrazols zu untersuchen, wurde die Kupplung in Pyridin bei
Raumtemperatur wiederholt. Die Einwaagen der Reaktanden 219 und 149 wurden
konstant gehalten, die Menge an 1H-Tetrazol variierte von einem bis hin zu funf
Aquivalenten, bezogen auf das eingesetzte dT-5-Morpholidat. In keinem Fall konnte
ein vollstandiger Umsatz der Edukte mittels dinnschichtchromatographischer
Reaktionsverfolgung beobachtet werden, auch wenn die Reaktionen teilweise bis zu
2 Wochen ruhrten. Es schien, als wurde die Reaktion auch mit 1H-Tetrazol-
Aktivierung nach geraumer Zeit zum Erliegen kommen. Da die Reinigung der 2-
Desoxy-thymidindiphosphat-tetra-O-acetyl-a/B-D-glucose 223 anfangs Schwierig-
keiten bereitete und somit die Ausbeutebestimmung nur eingeschrankt moglich war,
solite der Effekt des 1H-Tetrazols NMR-spektroskopisch untersucht werden. Dazu
wurde die Reaktionslosung mit deuteriertem DMSO (Pyridin/DMSO-dg = 7:3) versetzt

und nach 10 min Reaktionszeit eine Probe dieser Lésung analysiert. Das *'P-NMR-



Resultate und Diskussion 76

Spektrum war infolge der starken Linienverbreiterungen, die vermutlich von den
dynamischen Effekten der in der Reaktionslésung vorhandenen Salze herrihrten,
nicht auswertbar. Auch die Probenentnahme- und Analyse nach 5 d lieferte kein
aussagekraftiges *'P-NMR Spektrum. Die Ergebnisse lieRen zu diesem Zeitpunkt
keine definitive Aussage Uber den Effekt des 1H-Tetrazols wahrend der Morpholidat-
Kupplung zu. Es wurde jedoch nach ersten Vortrennungen von 223 vermutet, dass
der Nutzen von 1H-Tetrazol vernachlassigbar ist, insbesondere wenn man dessen
Kosten sowie die mittlerweile eingeschrankte kommerzielle Verfugbarkeit

gegenuberstellt.

Nach Durchfuhrung erster Reinigungen der 2-Desoxy-thymidindiphosphat-tetra-O-
acetyl-a/p-D-glucose 223 konnte in mehreren Fallen ein Nebenprodukt isoliert
werden, bei dem es sich um das Homodimer des Nucleotids 215 handelt." Dieses
symmetrische Dinucleosiddiphosphat, das sich in einer GréoRenordnung von 15 %
isolieren lieR, zeigt im *'P-NMR Spektrum nur ein Singulett bei -10.0 ppm. Es wird
wahrscheinlich durch die Kupplung eines als Morpholidat aktivierten Phosphats mit
einem durch Hydrolyse entstandenen NMPs wahrend der Kupplung gebildet. Die
Hydrolyse konnte auf das trotz mehrfacher Coevaporation nicht eliminierte

Kristallwasser zurlickzufiihren sein.

Um einen besseren Umsatz zu gewahrleisten kann zum einen das
Nucleosidmonophosphat aktiviert und damit die Austrittsgruppentendenz des
Morpholins erhoht werden, was im Fall des "H-Tetrazols scheiterte. Zum anderen
kann die Nucleophilie des Pyranosylphosphats durch Austausch des Gegenions
erhoht werden. Groldere, lipophilere Kationen wie beispielsweise Tetra-n-butyl- oder
Tetra-n-octylammonium-lonen erhéhen sowohl die Nucleophilie des Phosphats als
auch dessen Loslichkeit.”**"*° Der Austausch des Gegenions erfolgte in diesem Fall
durch Elution des geschutzten Glucose-Phosphats 149 an einer mit n-
Octylammonium-lonen beladenen lonenaustauschersaule. Hierbei wurde ein
Austausch von Triethylammonium gegen n-Octylammonium zu 80 % erreicht. Auch
bei Einsatz des Glucose-Phosphats 149 in Form des n-Octylammoniumsalzes wurde
nach 5 d keine signifikante Umsatzsteigerung erreicht, das dT-5-Morpholidat war
diinnschichtchromatographisch weiterhin detektierbar. Das "H-NMR-Spektrum der 2-
Desoxy-thymidindiphosphat-tetra-O-acetyl-a/B-D-glucose 223, die mit Hilfe der
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Morpholidat-Kupplung in Pyridin synthetisiert wurde, weist Pyridinium-lonen als
Gegenionen auf. Daraus lasst sich die Annahme ableiten, dass es wahrend der
Kupplung mit der Zeit zu einem Austausch des Glycopyranosylphosphat-Gegenions
durch ein Pyridinium-lon kommt. Da die Phosphate schliel3lich als vollstandig
Pyridinium-assoziierte Salze vorliegen, verlauft die Morpholidat-Kupplungsreaktion
vermutlich weitgehend unabhangig von der Beschaffenheit des Gegenions.

Fur die Darstellung der UDP-Galactose aus dem entsprechenden D-Galactose-
Phosphat in Form seines Trioctylammoniumsalzes unter 1H-Tetrazol-Aktivierung
publizierten WITTMANN und WONG eine Ausbeute von 91 %. Diese Ausbeute ist
beeindruckend, wenn man die oben beschriebenen Beobachtungen des
unvollstandigen Umsatzes des Nucleosid-Morpholidats und die Bildung von

Nebenprodukten in nicht unerheblichen Mengen bedenkt.
4.4.1.2. Isolierung und Analytik von D-Glucose-thymidin-diphosphat

Bei der Darstellung der XDP-Zucker war die Kupplung des Glycopyranosylphosphats
mit dem aktivierten NMP vergleichsweise unproblematisch, die anschlieRende
Trennung der polaren Substanzen hingegen stellte die eigentliche Herausforderung
dar.”®® Nach der Morpholidat-Kupplung konnten aus dem *'P-NMR-Spektrum das
Produkt 223 identifiziert und diverse zu dem Zeitpunkt nicht naher charakterisierte
Nebenprodukte festgestellt werden (Abb. 94). Die Pyrophosphatbriicke des XDP-
Zuckers 223 liefert die jeweils zum Dublett aufgespalteten Signale bei -10.0 ppm und
-124  ppm mit einer fir geminale Phosphatkopplungen typischen
Kopplungskonstante™” von 18.9 Hz im *'P-NMR. Bei den kleineren, den Dubletts
benachbarten Signalen kénnte es sich um Anomere handeln, da im Fall des
Glucosephosphates 149 ein Anomerengemisch vorlag. Die Signale im Bereich
zwischen 2 und 4 ppm stammen von nicht umgesetzten Edukten und entstandenen
Nebenprodukten. Hier absorbieren typischerweise Monophosphate, die durch
Hydrolyse des Produktes entstanden sein konnten. Das Dublett bei -10.0 ppm zeigt
nicht die Symmetrie, die das Dublett bei -12.4 ppm aufweist, zudem stimmt die
jeweils separat integrierte Flache der Signale nicht Gberein. Der Grund hierfur konnte
das bereits erwahnte pyrophosphatverbrickte symmetrische Homodimer des

Nucleotids 215 sein.
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Abb. 94  3'P-NMR-Spektrum nach einer Morpholidat-Kupplung

Um eine erste Reinigung durchzufihren wurde das Rohprodukt auf Biogel P-2
aufgetragen. Dieses aus Polyacrylamid bestehende Gel dient der
Gelpermeationschromatographie als Tragermaterial, die auch als
Grollenausschlulichromatographie bezeichnet wird. Es werden kugelformige
Polymere verwendet, die in Abhangigkeit ihres Vernetzungsgrades verschieden
pords sind. In die Poren dieser Matrizes konnen kleinere Substanzen diffundieren.
Da die Trennung im Sinne des umgekehrten Siebeffekts erfolgt, d.h. Substanzen mit
einem hoheren Molekulargewicht schneller eluiert und die niedermolekularen
zuruckgehalten werden, wird diese Methode auch haufig zur Entsalzung in der
Proteinchemie verwendet."*®"*® Fiir die vorliegende Problemstellung konnte diese
Variante zur Abtrennung des XDP-Zuckers, der sich in der Grof3e deutlich von den
Edukten und den meisten Nebenprodukten unterscheiden sollte, dienen. Die Elution
erfolgte isokratisch mit Ammoniumhydrogencarbonat als Puffer. Aufgetragen wurden
eine fur das Saulenvolumen adaquate Menge von 300 mg Rohprodukt. Die
aufgetragene Konzentration des XDP-Zuckers 223 ist fur die Trennleistung
irrelevant. Mit diesem Verfahren konnten einige Verunreinigungen, die laut "H-NMR

in geringen Mengen vorhanden waren, abgetrennt werden. Um die entscheidende
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Trennung der einzelnen Phosphate voneinander zu gewahrleisten, hatte sich die
Methode jedoch im Laufe dieser Arbeit als ungeeignet erwiesen. WITTMANN und
WONG beschrieben die Isolierung von reiner GDP-Fucose nach nur einmaliger
Reinigung des XDP-Zuckers an Biogel P-2.% Einige Arbeitsgruppen hingegen
publizieren eine vollstandige Reinigung erst nach mehrfacher Trennung an Biogel P-
2.1901%7 Diese Ergebnisse konnten nicht nachvollzogen werden, da auch nach
dreimaliger Reinigung an Biogel P-2 keine vollstandige Abtrennung der

Nebenprodukte von 223 erreicht werden konnte.

Eine alternative Form der Groélenausschlulichromatographie, die in der Literatur
haufig zur Trennung von polaren Verbindungen verwendet wird, ist die Reinigung an
Sephadex LH 20."*2'3 Hierbei handelt es sich um ein hydroxypropyliertes
Dextrangel, dass aufgrund der zahlreichen Hydroxyl-Gruppen eine stark polare
stationare Phase darstellt. Verwendet man als mobile Phase beispielsweise das
weniger polare Aceton, so konnen auch Verbindungen mit geringem
Polaritatsunterschied sehr gut voneinander getrennt werden.'** Die Trennung erfolgt
also zum einen nach dem Ausschlul3konzept der Gelpermeationschromatographie
und zum anderen aufgrund unterschiedlich starker Adsorptionen der einzelnen
Produkte. Der XDP-Zucker 223 konnte dennoch mit diesem Verfahren auch nach
wiederholtem Auftragen des Rohproduktes auf Dextrangel nicht in reiner Form
isoliert werden. Vermutlich unterscheiden sich die im Rohgemisch vorhandenen
Verbindungen hinsichtlich ihrer Gro3e und ihrer Polaritat nicht in dem Malie, die flr

eine erfolgreiche Trennung Uber Gelpermeationschromatographie notwendig ware.

Die dunnschichtchromatographische  Reaktionsverfolgung erfolgt bei der
Zuckernucleotid-Synthese idealerweise mit unpolarem "reversed-phase“ Kieselgel,
da die polaren Reaktanden auf herkdmmlichen Kieselgel-Folien selbst mit einem
stark polaren FlieBmittel nicht wandern. Die Reihenfolge, in der die Substanzen
aufgetrennt werden ist hierbei umgekehrt, d.h. die polaren Molekule wandern
rascher. Die RP-18-Dunnschichtchromatographie kann auch praparativ genutzt
werden, HINDSGAUL et al. nutzten diese Trennmethode unter anderem zur
Isolierung verschiedener Desoxyanaloga von UDP-GIcNAc." Zur Isolierung von 223
trugen sie das Rohgemisch auf einer mit RP-18-Material beschichteten Glasplatte

auf. Als Laufmittel wurde ein polares Loésungsmittelgemisch aus Isopropanol,
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Ammoniumhydroxid und Wasser verwendet. Die entstandenen drei Produktbanden
wurden mechanisch von der Platte abgekratzt und separat mit einem Gemisch aus
Isopropanol und Wasser extrahiert. Eine anschlieBRende NMR-spektroskopische
Analyse zeigte, dass sich die gewulnschte Nucleosiddiphosphatpyranose 223 in
keiner der aus den einzelnen Banden extrahierten Fraktionen befand. Die Grinde
hierfir kdnnten sowohl eine nicht ausreichende Extraktion des Kieselgels als auch
eine unzureichende Stabilitat des Zuckernucleotids wahrend der Extraktion gewesen

sein.

Ein standardmalig eingesetztes Verfahren zur Trennung von geladenen
Verbindungen stellt die Reversed-Phase-HPLC dar. Im Folgenden wurde versucht,
das vorgereinigte Produkt Uber eine RP-18-Saule an einer semipraparativen HPLC
zu isolieren. Zunachst wurde das Verhaltnis von Acetonitrii  und
Triethylammoniumhydrogencarbonat als isokratischem Laufmittel variiert, es gelang
jedoch bei keiner Trennung reproduzierbare Retentionszeiten zu erhalten. Die
Ursache hierfur konnte die Vielzahl der unterschiedlichen Gegenionen im

Produktgemisch sein, die zu einer Verschiebung der Signale fuhren.

Um die Trennung durch Veranderung der Polaritat der Edukte eventuell zu
verbessern, wurde die Morpholidat-Kupplung mit ungeschutztem kommerziell
erhaltlichen a-D-Glucose-1-phosphat wiederholt. Nach einer Reaktionszeit von 10 d
in Pyridin bei Raumtemperatur war allerdings keine Thymidindiphosphat-a-D-glucose

entstanden.

4.4.2. Synthese der Nucleosiddiphosphatpyranosen aus cycloSal-

Nucleotiden

Die Synthese eines Nucleosiddiphosphatzuckers sollte nun erstmals durch die
Reaktion eines cycloSal-Nucleotids mit einem entsprechenden Pyranosyl-1-phosphat
erfolgen und zeigen, dass sich cycloSal-Verbindungen als Phosphataktivester fur

derartige Umsetzungen eignen.
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Abb. 95 Umsetzung eines cycloSal-Nucleotids 51 zum XDP-Zucker 230

Das cycloSal-Konzept wurde urspriinglich zur selektiven intrazellularen Freisetzung
von Nucleosidmonophosphaten entwickelt (s.a. Kap. 2.3.). Da dieses Konzept im
Gegensatz zu anderen literaturbekannten Pro-Nucleotid-Konzepten nicht auf eine
enzymatische Aktivierung angewiesen ist, kann der cycloSal-Triester alternativ auch
als Synthesebaustein zur Darstellung von Nucleosiddiphosphatpyranosen im
Labormalistab herangezogen werden. Nach nucleophilem Angriff des
Pyranosylphosphats 53 auf den Phosphattriester 51 erfolgt die Spaltung zum
instabilen Benzylphosphatdiester, der daraufhin in einer spontanen Reaktion unter
Freisetzung des gewlinschten Zuckernucleotids 230 zerfallt. Es sollten nun folgende

Parameter dieser Reaktion untersucht und optimiert werden:

e allgemeine Reaktionsbedingungen (Losungsmittel, Temperatur,
Reaktionszeit)

e Einfluss der Substituenten des cycloSal-Nucleotids

e Einfluss des Gegenions des Pyranosylphosphats

e Schutzgruppenstrategie

e [solierung des polaren XDP-Zuckers
44.21. Synthese von D-Glucose-thymidin-diphosphat

Zunachst wurden die Reaktionsbedingungen der Morpholidat-Kupplung auf das neue
System adaptiert, d.h. die Edukte wurden zunachst zur Entfernung von

Feuchtigkeitsspuren mehrfach mit Pyridin co-evaporiert. Im Reaktionsgemisch
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vorhandene Hydroxid-lonen wirden als Nucleophile mit dem eingesetzten
Zuckerphosphat konkurrieren und eine Hydrolyse des cycloSal-Nucleotids zum
entsprechenden Monophosphat bewirken. Als Modellsystem wurden 5-Chlor-
cycloSal-3’-O-acetyl-dTMP 111 und Tetra-O-acetyl-B-D-glucose-1-phosphat 162 in
Form des Triethylammoniumsalzes eingesetzt. Da 'H-Tetrazol in der vorher
durchgefiuihrten Morpholidat-Kupplung nicht den gewlinschten aktivierenden Effekt
gezeigt hatte, wurde in dieser Reaktion darauf verzichtet. Die Reaktanden wurden in
Pyridin geldst und die Reaktion bei Raumtemperatur durchgefuhrt (Abb. 96).

OAc
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Abb. 96 5-Chlor-cycloSal-3’-O-acetyl-dTMP 111 als Phosphataktivester

Bei der dunnschichtchromatographischen Reaktionsverfolgung zeigte sich, dass der
Triester 111 nach 5 d noch nicht vollstandig umgesetzt worden war, dennoch wurde
die Reaktion abgebrochen, um feststellen zu kdnnen, ob sich generell das
Zuckernucleotid 231 gebildet hatte. Das Pyridin wurde entfernt und ein *'P-NMR
Spektrum vom Rohprodukt in D,O aufgenommen. Da der hohe Salzgehalt des
Reaktionsgemisches vermutlich zu einer starken Linienverbreiterung der Signale

fuhrte, wurde zur Komplexierung EDTA hinzugeftigt (Abb. 97).
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Abb. 97  *'P NMR-Spektrum eines Zuckernucleotids vor der Reinigung

Aus dem  Spektrum ist zu entnehmen, dass die gewunschte
Nucleosiddiphosphatpyranose (Signale bei —13.7 und —15.3 ppm) im Rohgemisch
enthalten ist. Es ist also prinzipiell moéglich, cycloSal-Triester als synthetische
Vorlaufer zur Nucleosiddiphosphatsynthese zu nutzen. Des Weiteren ist aus dem
31P-Spektrum ersichtlich, dass sich zwei Nebenprodukte (Signale bei — 8.0 ppm und
—15.2 ppm) gebildet haben. Bei dem Signal bei 0 ppm handelt es sich vermutlich um
3’OAc-dTMP, das in groRerer Menge durch Hydrolyse des Triesters in D,O unter
Einfluss geringer Mengen an Pyridin entstanden sein kénnte. Das Signal bei —15.2
ppm konnte von einem symmetrischen Dimer des 3’-OAc-dT-Monophosphats,

welches auch in der Literatur beschrieben wurde,’®

stammen. Dieses kdnnte,
ahnlich wie zuvor bei der Morpholidat-Kupplung beobachtet (vgl. Kap. 4.4.1.1.),
durch partielle Hydrolyse des 5-Chlor-cycloSal-3’-O-Acetyl-dT-monophosphats 111
zum Nucleosidmonophosphat 232 und anschlielendem nucleophilen Angriff auf den
Triester 111 entstanden sein (Abb. 98). Eine vollstandige Abwesenheit von Wasser
im Reaktionsgemisch kann aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften von

Pyranose-1-phosphaten nicht gewahrleistet werden.
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Abb. 98 Bildung des symmetrischen Dimers 234

Diese Kupplungsreaktion wurde ebenfalls mit 6-Fluor-cycloSal-Triester 110, 5-Nitro-
cycloSal-Triester 126 und 3-Brom-cycloSal-Triester 116 als aktivierte
Nucleotiddonatoren in Pyridin durchgefuhrt. In allen Fallen ergab sich ein ahnliches
$IP_.NMR-Spektrum.

Nach einer ersten Reinigung uber Biogel P2 gelang es, das Nebenprodukt, das im
¥IP.NMR ein Signal bei —-8.0 ppm zeigte, zu isolieren. Anhand von zusétzlicher 'H-
und "*C-NMR-Spektroskopie konnte die isolierte Verbindung als Phenylphosphat-
diester 235 identifiziert werden. Dieser "falsche Diester* resultiert vermutlich aus
einem nucleophilen Angriff des in groBem Uberschuss vorhandenen Pyridins auf die
C7-Position der Benzyl-Phosphatesterbindung des cycloSal-Triesters 111. Nach
Bruch der Benzylesterbindung entsteht zunachst ein alkylierter
Phenylphosphatdiester, der im Zuge der spateren wassrigen Aufarbeitung der
Reaktion das unerwinschte Nebenprodukt 235 liefert (Abb. 99).
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Abb. 99 Entstehung des Nebenproduktes 235 bei der Kupplung in Pyridin

Um diese Vermutung zu bestatigen, wurde der 5-Chlor-cycloSal-Triester 111 Uber
Nacht sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 40°C in Pyridin geruhrt. Das
anschlieRend aufgenommene *'P-NMR Spektrum zeigte neben dem Signal des
Triesters bei —10.3 ppm erneut das Signal bei -8.0 ppm. Da Pyridin offensichtlich
nicht das geeignete Ldsungsmittel flir diese Kupplung ist, wurde zunachst die
Stabilitat des Triesters 111 in gangigen Ldsungsmitteln mittels >'P-NMR
Spektroskopie untersucht. Schliel3lich wurde DMF als Losungsmittel gewahlt, da es
die an der Reaktion beteiligten Triethylammoniumsalze zu I6sen vermochte und in
Bezug auf den Triester 111 inert war. Alternativ kdnnten auch 1,4-Dioxan, Acetonitril
oder THF als Losungsmittel eingesetzt werden.

Bei der Verwendung von DMF als Losungsmittel konnte tatsachlich die Bildung des
Nebenproduktes 235 unterdrickt werden. Dennoch konnte auch in diesem
Lésungsmittel nach einer Reaktionszeit von 14 Tagen keine vollstandige Umsetzung
der Edukte erzielt werden. Auch eine Erhéhung der Reaktionstemperatur flhrte

weder zu einer Reaktionsbeschleunigung noch zu einer Ausbeuteerhdohung.

Daher sollte im Folgenden der Einfluss des cycloSal-Substituenten auf die Ausbeute
der Nucleosiddiphosphatpyranosen untersucht werden. Aus Hydrolysestudien ist
bekannt, dass cycloSal-Triester, die einen elektronenziehenden Substituenten am
cycloSal-Fragment tragen, wesentlich labiler sind (vgl. Kap. 2.4). Nach Angriff eines
Nucleophils sollte die phenolische Esterbindung zuerst brechen, da in diesem Fall
die entstehende negative Ladung durch Delokalisierung im aromatischen Ring
stabilisiert werden kann. Ein elektronenziehender Substituent am Aromaten

stabilisiert zusatzlich diese negative Ladung.
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Die hohere Labilitat geht einher mit einer erhéhten Elektrophilie des Phosphoratoms,
was im Hinblick auf eine synthetische Verwendung dieser Verbindungen essentiell
ist. Ein Mal} zur Einschatzung der Stabilitat der cycloSal-Nucleotide bieten die
Hydrolyse-Halbwertszeiten t,. Das Verfahren zur Bestimmung dieser
Halbwertszeiten ist eine etablierte Methode in unserer Arbeitsgruppe.’*’ Es wurden
chemische Hydrolysekinetiken in basischem Medium bei 37°C mit isotonischen
Phosphatpufferlosungen (25mM, PBS, pH 7.3) durchgefuhrt. Es wurden die Triester
von 3'OAc-dT oder d4T'*® verwendet. Durch den groBen Uberschuss an Wasser
kann die Hydrolyse der Triester als Reaktion pseudo-erster Ordnung aufgefasst
werden, so dass sich die Hydrolyse-Halbwertszeiten ty,; leicht bestimmen lassen.

Die Hydrolyse-Halbwertszeiten in Abhangigkeit des cycloSal-Substituenten sowie die

Ausbeute der dargestellten cycloSal-Triester sind in Tabelle 3 zusammenfassend

dargestellt.
X Ausbeute Halbwertszeit X Ausbeute Halbwertszeit
Triester t12 [h] Triester t12 [h]
5-Cl 60% 0.7 5-NO; 34 % 0.15
6-F 47 % 1.1 5-CHO 66 % 0.19
3-OMe 52 % 1.4 3-Br 35 % 0.4
5-Br 38 % 0.9 H 61 % 4.4
3,5-Br 40 % n.b. 3-Me 70 % 10.2

Tab. 3 Hydrolyse-Halbwertszeiten in Abhangigkeit des Ring-Substituenten

3,5-Dibrom-cycloSal-d4TMP 112 ist so hydrolyselabil, dass die Probe, die direkt
nach Ansetzen der Hydrolyselosung enthommen wurde, bereits nur noch das
entsprechende Monophosphat enthielt. Die Tabelle 3 zeigt, dass cycloSal-Triester
mit elektronenziehenden Substituenten wie Halogene oder die Nitro-Gruppe am
Aromaten eine signifikant geringere Halbwertszeit aufweisen, als die entsprechende
unsubstituierte Verbindung oder der donorsubstituierte 3-Methyl-cycloSal-Triester
136. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Labilitdt (ausgedruckt durch die
Hydrolyse-Halbwertszeiten) und der Ausbeute der Verbindungen ist aus Tabelle 3
nicht zu erkennen, es muss jedoch erwahnt werden das die Ausbeuten der
Verbindungen mit besonders geringen Halbwertszeiten (5-NO, 126, 3,5-Dibrom 112,
6-F 114) erheblich schwankten.
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Durch Einsatz von 5-Nitro-cycloSal-3’-O-acetyl-dTMP 126 konnte die Reaktionszeit
enorm verkurzt werden. Die Reaktion wurde in DMF bei Raumtemperatur
durchgefuhrt, als Glycosyldonor diente Tetra-O-acetyl-3-D-glucose-1-phosphat 162
(Abb. 100). Bereits nach 8 Stunden war der Triester 126

dinnschichtchromatographisch nicht mehr detektierbar.
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Abb. 100 Synthese der XDP-Pyranose 236 ausgehend vom 5-Nitro-cycloSal Triester 126

Nach Entfernung des DMF wurde das Rohgemisch in Wasser aufgenommen und mit
Dichlormethan extrahiert, um organische unpolare Nebenprodukte abzutrennen. Das
Verbleiben des Produktes in der wassrigen Phase konnte dunnschicht-
chromatographisch festgestellt werden. Die wassrige Phase wurde im Anschluss
daran lyophilisiert. Die chromatographische Reinigung des XDP-Zuckers 236
bereitete erhebliche Probleme, da das peracetylierte Zuckernucleotid fir eine
Reinigung an einer RP-18 Phase mit reinem Wasser zu unpolar ist. Die Zugabe
geringer Mengen organischer Losungsmittel, wie Acetonitril zum Laufmittel fuhrte
zwar zu einer unmittelbaren Elution des Produktes 236, jedoch wurden samtliche
Nebenprodukte zeitgleich eluiert. Daher wurden die Acetylgruppen zunachst basisch
abgespalten (Abb. 101)."°
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Abb. 101 Basische Entschitzung des Zuckernucleotids 236

Zur Entschutzung wurde das Zuckernucleotid tUber Nacht mit Triethylamin behandelt,
anschliellend wurde die wassrige Losung erneut lyophilisiert. Die Reinigung erfolgte
letztendlich durch mehrfache Chromatographie an einer RP-18-Phase in einer
Glassaule mit reinem Wasser als Eluenten, die 2’-Desoxythymidindiphosphat-3-D-
glucose 237 konnte als Triethylammoniumsalz in 40 % erhalten werden. Die
Reaktion wurde bei verschiedenen hoheren Temperaturen wiederholt. Es stellte sich
dabei eine Temperatur von 50°C hinsichtlich der Stabilitdt der Reaktanden und der
Reaktionsdauer als optimal heraus. Unter diesen Bedingungen konnten nach 3 h
51 % des Zuckernucleotids 237 isoliert werden. Diese Ausbeute ist im Vergleich zu
anderen chemischen Zuckernucleotidsynthesen sehr gut, allerdings stellte die

zuverlassige Synthese des 5-Nitro-cycloSal-Triesters 126 eine Herausforderung dar.

Daher wurden weitere Triester mit einer ahnlich geringen Halbwertszeit wie der 5-
Nitro-Triester 126 sie mit 0.15 h aufweist, mit Tetra-O-acetyl-B-D-glucose-1-phosphat
162 in DMF zum Zuckernucleotid 237 umgesetzt. Die Entschitzung und Reinigung
erfolgte analog der in vorherigem Abschnitt beschriebenen Methode. In Tabelle 4
sind die Modellreaktionen zur Evaluierung der optimalen Reaktionsbedingungen und

des optimalen cycloSal-Substituenten zusammengefasst.
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X Losemittel Reaktionszeit Temperatur Ausbeute
5-Cl Pyridin 14 d Rt n. i.
6-F Pyridin 10d Rt n. i.
3-Br Pyridin 10d Rt n. i.
5-NO;, Pyridin 14 d Rt n. i.
5-NO3 Pyridin 14 d 40 °C n. i.

5-Cl DMF 7d 50 °C 40 %
5-NO; DMF 8h Rt 40 %
5-NO;, DMF 3h 50 °C 51 %
5-CHO DMF 7d 50 °C 22 %

H DMF 7d 50 °C 6 %

3,5-Br DMF 7d 50 °C 12 %

Tab. 4 Ausbeute des Zuckernucleotids 237 in Abhangigkeit des cycloSal-Substituenten

X, der Temperatur und des Lésungsmittels

Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass der 5-Chlor-cycloSal-Triester 111 bei einer
Reaktionszeit von 7 Tagen bei 50 °C die gleiche 40 %-ige Ausbeute liefert, wie der 5-
Nitro-cycloSal-Triester 126 nach einer Reaktionszeit von nur 8 h Dbei
Raumtemperatur. Dies verdeutlicht die hervorragende Eignung des 5-Nitro-cycloSal-
Triesters 126 als Aktivester bei der Umsetzung zu Nucleosiddiphosphatpyranosen.
Die ebenfalls sehr labilen 5-Formyl-cycloSal-Triester 120 und 3,5-Dibrom-cycloSal-
Triester 112 liefern vergleichsweise geringe Ausbeuten des Zuckernucleotids 237
von 22 % wund 12 %. Der cycloSal-Triester 119 wurde als "neutrale®
Referenzverbindung umgesetzt; es wurden lediglich 6 % von 237 erhalten. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Halbwertszeit bzw. die Labilitat der cycloSal-Triester
eine wichtige Rolle bezuglich der Ausbeute des XDP-Zuckers spielt, diese Labilitat
aber nicht das einzige Kriterium flr einen guten Umsatz des Triesters ist. Die Grinde
fur die vergleichsweise sehr gute Eignung des 5-Nitro-cycloSal-Triesters 126
konnten in dieser Arbeit nicht abschliefiend geklart werden. Eine Moglichkeit kdnnte
der zusatzliche negative mesomere Effekt der Nitro-Gruppe sein; alle anderen
untersuchten Substituenten liefern lediglich einen negativen induktiven Effekt.

Die Ausbeute des Zuckernucleotids 237 konnte nach Reaktion in Pyridin nicht
bestimmt werden, da es in keinem Fall gelang, das Produkt zu isolieren. Die
Entstehung des XDP-Zuckers konnte lediglich anhand von *'P-NMR-Spektroskopie

bestatigt werden. Neben der bereits erwahnten Bildung des Phenylphosphatdiesters
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235 als Nebenprodukt stellte die Reinigung der Verbindungen nach der Reaktion in

Pyridin (siehe auch Morpholidat-Methode) ein zweites erhebliches Problem dar.

Zur Reaktionsoptimierung galt es, nicht nur die Elektrophilie des cycloSal-Triesters
zu erhdhen, sondern in gleichem MalRRe auch die Nucleophilie des Hexose-1-
Phosphates zu steigern. Eine wichtige Rolle konnte in diesem Zusammenhang das
Gegenion dieser Phosphate spielen. Das bislang verwendete Triethylammonium-lon
des 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-glucose-1-phosphats 162 sollte daher gegen ein
gréfleres lipophileres Kation ausgetauscht werden. Dazu wurde 162 zunachst durch
lonenaustauschchromatographie in die protonierte Saure Uberfuhrt, das Eluat wurde
anschlielend mit einer Losung von Tetra-n-butylammoniumhydroxid neutralisiert.
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucose-1-phosphat konnte nach Gefriertrocknung in
Form des Tetra-n-butylammonium-Salzes (137) in 31 % Ausbeute isoliert werden.
Diese geringe Ausbeute ist vermutlich auf die anteilige Zersetzung des Acetals durch
das saure lonenaustauscherharz zurlckzufihren. In einem Testansatz wurde 137
mit 5-Cl-cycloSal-Triester 111 in DMF bei 50 °C umgesetzt, der Wechsel des
Gegenions des Hexose-1-Phosphats hatte jedoch keine Auswirkung auf die
Reaktionszeit. Nach 7 Tagen wurde die Reaktion trotz der aus der
dunnschichtchromatographischen Kontrolle ablesbaren unvollstandigen Umsetzung
des Triesters abgebrochen. Die Reinigung des Zuckernucleotids war durch das
lipophilere Tetra-n-butylammonium-Gegenion erschwert, so dass eine Isolierung
trotz mehrfacher Chromatographie an einer RP-18-Phase misslang. Eine geeignete
Alternative zur Maskierung des Gegenions und damit zur Erhéhung der Nucleophilie
des Pyranosyl-1-phosphates konnte die Verwendung von Kronenethern sein. Da der
Austausch des Gegenions des Glucose-1-Phosphats mit einer verringerten Ausbeute
des Eduktes 137 und einer erschwerten Reinigung des entsprechenden XDP-
Zuckers einherging, wurde in den nachfolgenden Reaktionen das Triethylammonium-

lon als Gegenion beibehalten.

Nachdem mit den vorherigen Umsetzungen gezeigt werden konnte, dass sich
cycloSal-Nucleotide  durch  B-D-Glucose-1-Phosphat  unter  Bildung des
entsprechenden Zuckernucleotids offnen lassen, sollten auch andere Hexose-1-
Phosphate zum Einsatz kommen. Da bisher nur die B-anomerenreine Glucose

eingesetzt wurde, sollte zudem bestatigt werden, dass sich die entsprechende a-
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konfigurierte Form analog verhalt. Die Synthese richtete sich im Wesentlichen nach
den Erfahrungen, die bei der Optimierung der Kupplungsparameter gesammelt
wurden. Der 5-Nitro-cycloSal-Triester 126 und die in Kap. 4.3 synthetisierten,
geschitzten Pyranosyl-1-Phosphate wurden jeweils in DMF gelést und das
Reaktionsgemisch 3-5 h bei 50 °C gerthrt (Abb. 102).
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Abb. 102 Synthese der Zuckernucleotide 238-241 ausgehend von einem cycloSal-

Nucleotid

Die Reinigung erfolgte ebenfalls durch Chromatographie der polaren Substanzen an
einer RP-18-Phase. Die Ausbeuten der Kupplungen bewegen sich um 50 %, dies
zeigt dass die XDP-Zuckersynthese mit cycloSal-Nucleotiden als aktivierten
Schlusselbausteinen eine zuverlassige, reproduzierbare Methode ist. Es muss
allerdings noch geklart werden, warum die Ausbeuten nicht noch hdher sind, obwohl
der 5-Nitro-cycloSal-Triester 126 vollstandig umgesetzt wurde (DC-Kontrolle) und
keine Nebenprodukte identifizierbar sind. Die Konfiguration am anomeren Zentrum
des Hexose-1-Phosphats andert sich bei der Synthese und Isolierung des

Zuckernucleotids nicht.
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4.4.2.2. Analytik und Charakterisierung der dargestellten Zuckernucleotide

Nachdem die Isolierung der XDP-Zucker schliellich durch Reversed-Phase-
Chromatographie gelang, sollte die Abwesenheit von Verunreinigungen durch eine
sorgfaltige Analytik bestatigt werden. Zudem war eine vollstandige Charakterisierung
der Verbindungen notwendig. Um nachzuweisen, dass es sich bei den
synthetisierten Verbindungen 237-241 tatsachlich um Nucleosiddiphosphat-
pyranosen handelt, bietet sich die Massenspekirometrie an. Die polaren
Zuckernucleotide bendtigen sehr schonende lonisierungsmethoden, so dass nur die
Laserdesorptionsionisation (MALDI) oder die Elektronenspray-lonisation (ESI) im
Negativmodus in Frage kommen. Ein MALDI-TOF Experiment lieferte den
Molekllpeak der zweifach negativ geladenen dTDP-B-D-Glucose 237. Das
Protonenbreitband-entkoppelte *'P-NMR-Spektrum von Verbindung 237 zeigt die fiir
XDP-Zucker charakteristischen Signale bei -11.52 und -13.15 ppm. Die beiden
Phosphoratome bilden durch geminale 2Jpp-Kopplungen jeweils ein Dublett mit einer
Kopplungskonstante von 19.6 Hz aus. Das tieffeldverschobene Signal bei —11.52
ppm wird von dem Phosphoratom Pg erzeugt, das mit dem nucleosidischen Teil des
XDP-Zuckers 237 verknuUpft ist. Das zweite Signal bei -13.15 ppm kann
entsprechend dem Phosphoratom P, zugeordnet werden (Abb. 103). Diese

Annahme konnte mittels *'P,"H-Korrelationsspektroskopie bestatigt werden.
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Abb. 103 Protonenentkoppeltes *'P-NMR-Spektrum des Zuckernucleotids 237 in D,O
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Das "H-Spektrum liefert einen Signalsatz mit sieben Protonen, die der B-D-Glucose
zuzuordnen sind und einen Signalsatz mit den 12 Protonen des 2’-Desoxythymidins
(Abb 104). Aus der nicht zu beobachtenden Signalsatzverdopplung bestatigt sich die
Anomerenreinheit der Verbindung. Zudem wird die B-Konfiguration der D-Glucose

durch eine Kopplungskonstante von °J; , = 7.8 Hz belegt.
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Abb. 104 "H-NMR-Spektrum von dTDP-B-D-Glucose 237 in D,O

Nach Auswertung des Protonen-NMR-Spektrums konnten die Phosphorsignale
durch Aufnahme eines *'P-"H-COSY-Spektrums eindeutig zugeordnet werden. Die
Abbildung 105 zeigt die vicinale Kopplung des Pg-Atoms und der beiden 5'-
Nucleosidprotonen sowie die vicinale Kopplung des P,-Atoms mit dem Proton am

anomeren Zentrum des Zuckers.
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Abb. 105 'H-*'P-NMR Korrelationsspektrum von dTDP-B-D-Glucose 237 in D,O

Im "*C-NMR-Spektrum sind die typischen Dubletts zu erkennen, die sich aus den
jeweiligen geminalen und vicinalen Kopplungen der Kohlenstoffatome des Zuckers
(C-1, C-2) und des Nucleosids (C-4’, C-5’) mit den Phosphoratomen ergeben (Abb.
106).
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Abb. 106 '*C-Spektrum von dTDP-B-D-Glucose 237 in D,O
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44.23. Synthese von Cytidindiphosphat-6-desoxy-B-D-Gulose

Ein Ziel dieser Arbeit war es, das Zuckernucleotid CDP-6-desoxy-f3-D-gulose 134 zu
synthetisieren. Bei der Darstellung der XDP-Zucker nach der hier vorgestellten
Syntheseroute stellt weniger die finale Umsetzung zum Zuckernucleotid, sondern
vielmehr die Synthese des cycloSal-Triesters den ausbeutebestimmenden Schritt
dar. Die Umsetzung des B-D-Gulosemonophosphats mit dem 5-Nitro-cycloSal-
Nucleotid 127 wirde zwar wesentlich schneller erfolgen und die Ausbeute an
Zuckernucleotid 134 ware hoher, jedoch traten bei der Darstellung des 5-Nitro-
cycloSaligenyl-cytidinmonophosphats 127  Schwierigkeiten  hinsichtlich  der
Durchfihrung und der Reproduzierbarkeit der Synthese auf. Daher erfolgte die
Darstellung der CDP-6-desoxy-B-D-gulose 134 ausgehend von 5-Chlor-
cycloSaligenyl-cytidinmonophosphat 118, da sich die Chlor-substituierten Triester
aufgrund ihrer im Vergleich zur entsprechenden Nitroverbindung hoheren Stabilitat
verlasslicher synthetisieren lassen. Als Nucleophil wurde 6-Desoxy-B-D-
gulosemonophosphat 214 in Form des Triethylammoniumsalzes eingesetzt. Die
Umsetzung erfolgte bei 50 °C in DMF, nach 5 Tagen wurde die Reaktion
abgebrochen. Nach Abtrennung der unpolaren Nebenprodukte erfolgte die
Abspaltung der Schutzgruppen des Zuckernucleotids mit Triethylamin. Nach
einmaliger Reinigung an einer RP-18 Phase konnten die polaren Nebenprodukte
groldtenteils abgetrennt werden. Es verblieben 5 % einer nicht naher
charakterisierten Verbindung (Signal bei 9.8 ppm im *'"P-NMR-Spektrum) und 10 %
Nucleosidmonophosphat im Produkt. Die Zielverbindung 134 konnte mit 85 %
Reinheit in 21 % Ausbeute isoliert werden (Abb. 107).
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Abb. 107 Darstellung der Cytidindiphosphat-6-desoxy-B-D-gulose 134

CDP-6-desoxy-p-D-gulose 134 soll hinsichtlich ihrer Verwendung in der Biosynthese
von Lipopolysacchariden der Zellwand gram-negativer Bakterien untersucht werden.
Diese Untersuchungen werden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. M. Skurnik, Universitat Turku, Finnland, durchgefuhrt.

Die in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Synthesen wurden im Milligramm-Malstab
durchgefuhrt. Prinzipiell ist die Synthese der Nucleosiddiphosphatpyranosen im
Labor im Gramm-Malstab moglich. Limitierend ist die Menge an RP-18 Kieselgel,
die zur Isolierung der synthetisierten Produkte bendtigt wird. Hier mussten die
Ansatze entsprechend in kleinere Mengen geteilt werden und diese nacheinander
getrennt werden. Ein Nachteil gegenuber literaturbekannten Zuckernucleotid-
Synthesen ergibt sich dabei jedoch nicht. Die Vorteile der neuen Methode sind die
deutlich hdheren Ausbeuten und die wesentlich kurzeren Reaktionszeiten. Zudem
existieren noch viele Mdoglichkeiten diese neue Methode weiter zu optimieren und auf
andere Systeme auszuweiten, in denen reaktive Phosphatdonatoren bendtigt

werden.
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5. Zusammenfassung

Nucleosiddiphosphatpyranosen erfullen in nahezu allen Stoffwechselvorgangen, die
den Aufbau einer glycosidischen Bindung zur Folge haben, eine essentielle Funktion.
Als Substrate der Glycosyltransferasen stellen sie die aktivierten Vorstufen zur
Biosynthese von Oligo- und Polysacchariden dar. Des Weiteren sind NDP-Pyranosen
als Glycosyldonatoren auch an der Biosynthese von Glycoproteinen und Glycolipiden

beteiligt.

Mit der Entdeckung des grofden pharmakologischen Potentials von Oligosacchariden
wurden die Bemihungen um einen effizienten synthetischen Zugang zu NDP-
Pyranosen intensiviert. Dennoch ist es bislang nicht gelungen, diese Verbindungen
mit guten, reproduzierbaren Ausbeuten chemisch zu synthetisieren. Die am
haufigsten angewendete Synthese nutzt die Aktivierung des Nucleotids durch einen
Morpholidat-Rest. Die Nachteile dieser Methode sind jedoch die sehr langen
Reaktionszeiten und die sehr geringen Ausbeuten. In der vorliegenden Arbeit erfolgte
die Darstellung von NDP-Pyranosen erstmals erfolgreich ausgehend von cycloSal-

aktivierten Nucleotiden.

Die cycloSal-Nucleotide haben sich als Prodrugs im therapeutischen Einsatz von
biologisch aktiven Nucleotiden etabliert. Die Salicyl-Funktion dient hier als lipophile
Maske zur Erhéhung der Membrangangigkeit der phosphorylierten Wirkstoffe. In der
Zelle wird der Salicylalkohol durch den nucleophilen Angriff von Hydroxidionen auf
das Phosphoratom abgespalten und das Nucleotid somit freigesetzt. Es galt nun zu
Uberprifen, ob cycloSal-Nucleotide als aktivierte Phosphatester auch synthetisch
genutzt werden konnen. Als Nucleophile kamen verschiedene Pyranosyl-1-
phosphate zum Einsatz, deren Angriff auf das Phosphoratom des cycloSal-
Nucleotids in diesem Fall die Bildung der Pyrophosphatbriicke der NDP-Pyranosen

bewirkte.



Zusammenfassung 98

X 0 0
X 57 I
= o \"o Base @/ o) Base
o) OH o)
® —
OR(H)OR(H) OR(H)OR(H)

X = elektronenziehender Substituent

Prodrug-Konzept: @ = oH® OR

)
Aktivester zur Zuckernucleotidsynthese: @ = % [l
— /P

RO o (I) \O@

©

Abb. 108 cycloSal-Nucleotide als Pronucleotide und als Phosphataktivester

Die eingeschlagene Synthesestrategie zur Darstellung der NDP-Pyranosen gliederte
sich in drei separate Reaktionssequenzen, bestehend aus der Generierung der
cycloSal-Nucleotide aus den jeweiligen Nucleosiden, der Synthese der Pyranosyl-1-

phosphate und der anschlieenden Kupplung zu den jeweiligen Zuckernucleotiden.

Um eine effiziente Kupplung zu gewahrleisten, wurden acceptorsubstituierte
cycloSal-Nucleotide eingesetzt, da elektronenziehende Substituenten die
Elektrophilie des Phosphoratoms erhdohen und folglich die Abspaltung des
Salicylalkohols erleichtert werden sollte. Die Synthese der cycloSal-Triester wurde
durch die Umsetzung entsprechend substituierter Saligenylchlorphosphite- und

phosphate mit den jeweiligen Nucleosiden bewerkstelligt.

Die Salicylalkohole 67-70 und 73, 75 wurden durch Reduktion der jeweiligen
Salicylsauren, Salicylsaureester oder Salicylaldehyde in 61-86 %-iger Ausbeute
gewonnen. 3-Brom-Salicylalkohol 81 wurde durch Hydroxymethylierung von ortho-
Bromphenol mit 38 % Ausbeute erhalten, 5-Formyl-Salicylalkohol 84 wurde durch
eine Formylierung von 5-Bromsalicylalkohol 70 mit 52 % Gesamtausbeute
synthetisiert. Die Synthese der cyclischen Saligenylchlorphosphite 85-91 erfolgte
nach einer etablieten Methode durch Reaktion der Salicylalkohole mit
Phosphortrichlorid bei tiefen Temperaturen. Da die hohe Reaktivitat der
Saligenylchlorphosphite sowie die Oxidation der anschlieRend generierten
Phosphittriester in einigen Fallen zu hohen Ausbeuteverlusten flhrte, wurden

alternativ cyclische Saligenylchlorphosphate synthetisiert. Die cycloSaligenyl-
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phosphorchloridate 92-96 wurden in 73-92 % Ausbeute dargestellt und konnten
direkt in die entsprechenden cycloSal-Nucleotide ohne nachfolgende Oxidation
Uberfuhrt werden. Um Nebenreaktionen bei der Synthese der cycloSal-Nucleotide
sowie bei der nachfolgenden Umsetzung zu den NDP-Pyranosen zu vermeiden,
wurden die freien funktionellen Gruppen der eingesetzten Nucleoside blockiert. Die
Darstellung der modifizierten Nucleoside 100 und 109 gelang in einer jeweils

dreistufigen Synthese mit 60 % - bzw. 48 % Gesamtausbeute.

Mit diesen Edukten konnten im Folgenden die Kupplungen zu den entsprechenden
cycloSal-Nucleotiden durchgeflihrt werden. Die Reaktion der Nucleoside mit den
Saligenylchlorphosphiten 85-91 und die anschliefende Oxidation fuhrte zu den
Phosphattriestern 110-116 sowie 118 und 126 mit Ausbeuten von 29-60 %. Diese
Ausbeuten sind nicht zufriedenstellend, wenn man bedenkt, dass sie die
Ausgangsverbindungen fur die Synthese der Zuckernucleotide darstellen. Daher
wurden die modifizierten Nucleoside mit den cyclischen
Saligenylphosphorchloridaten 92-96 umgesetzt, da in diesem Fall eine
anschliefende Oxidation entfallt. Die cycloSal-Nucleotide 111, 119 und 120 konnten
allerdings nur mit geringfugig hoheren Ausbeuten von 51-62 % isoliert werden. Auch
der Einsatz von Imidazol als Aktivator und die Anderung der Reaktionsbedingungen

(s. S. 44) anderten daran nichts.

Die in der Zuckernucleotidsynthese als Nucleophile eingesetzten Pyranosyl-1-
phosphate wurden anomerenrein dargestellt. Zudem wurden sie als vollgeschutzte
Derivate eingesetzt, um die Loslichkeit zu erhohen und die moglichen
Nebenreaktionen der verschiedenen alkoholischen Funktionen zu verhindern. Als
Modellsysteme wurden zunachst die Monophosphate der Glucose, Galactose und
Mannose eingesetzt. Mit der Phosphoramiditmethode konnten bis-(Benzyl)-2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 163 und bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-a-D-galakto-pyranosyl-1-phosphat 189 als Anomerengemisch synthetisiert
werden und anschlieBend chromatographisch  getrennt  werden. Die
hydrogenolytische Abspaltung der Benzylgruppen lieferte die Pyranosyl-1-phosphate
162, 179, 190 und 191 in Form ihrer Monotriethylammoniumsalze. Da allerdings in
beiden Fallen das a-Anomer das Hauptprodukt bildete, wurde zusatzlich die Koenigs-

Knorr-Methode zur Generierung der B-konfigurierten Monophosphate herangezogen.
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Das 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-phosphat 180 wurde aufgrund

des anchimeren Effektes der C-2 Acetylgruppe lediglich als a-Anomer synthetisiert.

Zur Darstellung der Zielverbindungen 237-241 wurden die verschieden substituierten
cycloSal-Aktivester mit den Pyranosyl-1-phosphaten zur Reaktion gebracht. Hierbei
stellte sich besonders der 5-Nitro-cycloSal-Triester 126 hinsichtlich der Reaktionszeit
und der Ausbeute als geeignetes Elektrophil heraus. Die Reaktion von 126 mit
Glucosyl-1-phosphat 162 bzw. Galaktosyl-1-phosphat 191 lieferte  die
entsprechenden NDP-Pyranosen 237 und 240 in 51 % und 56 % Ausbeute. Diese
guten Ergebnisse wurden in DMF bei 50 °C innerhalb von nur 3-5 Stunden erzielt.
Zunachst waren die Kupplungen aufgrund der guten Loslichkeit der Edukte in Pyridin
durchgefuhrt worden. Allerdings wurde, neben sehr langen Reaktionszeiten, die
Entstehung eines Nebenproduktes beobachtet, dass eindeutig durch Pyridin
verursacht wird. Daher wurden die Synthesen der NDP-Zucker 238, 239 und 241
ebenfalls in DMF durchgefiihrt. Die Ausbeuten von 42 %, 49 % und 46 %
verdeutlichen die gute Reproduzierbarkeit dieser neuen Methode.

Neben der Synthese stellte vor allem die Isolierung der Zuckernucleotide einen
Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Das anfanglich in der Kupplungsreaktion verwendete
Losungsmittel Pyridin bereitete auch hier enorme Probleme. Zudem flhrten viele
literaturbekannte Reinigungsverfahren zur Trennung polarer Verbindungen nicht zu
reinen Produkten. Im Anschluss an die Kupplung in DMF und die Abspaltung der
Acetylgruppen mit einem NEt3/MeOH/H,0O-Gemisch erfolgte die Isolierung schliellich
saulenchromatographisch an RP-18 Kieselgel mit reinem Wasser als Eluent. Die
Charakterisierung der reinen Zuckernucleotide erfolgte mittels NMR-Spektroskopie
sowie Massenspektrometrie. Wie erwartet blieb die anomere Konfiguration des

eingesetzten Pyranosyl-1-phosphates im Zuckernucleotid bestehen.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde CDP-6d-B-D-Gulose 134 synthetisiert, die fur
Biosynthesestudien von Lipopolysacchariden bendtigt wird. Hiezu wurde zunachst 6-
Desoxy-p-D-Gulose 209 ausgehend von D-Gulono-1,4-lacton 200 in 7 Stufen
synthetisiert. AnschlieRend wurde diese in 4 Stufen zum 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-
D-gulopyranosyl-1-phosphat 214 umgesetzt. Cytidin 109 sollte zum 5-Nitro-cycloSal-

Triester 127 umgesetzt werden, allerdings war die Durchfuhrung der Synthese



Zusammenfassung 101

problematisch. Daher erfolgte die Darstellung der Zielverbindung ausgehend von 5-
Chlor-cycloSaligenyl-Cytidinmonophosphat 118, CDP-6d-B-D-Gulose 134 wurde in
21 % Ausbeute isoliert. Diese Ausbeute lasst sich erfahrungsgemafly mit dem Einsatz

von reaktiveren cycloSal-Nucleotiden steigern.

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass cycloSal-Nucleotide als
aktivierte Phosphatester zur Synthese von Nucleosiddiphosphatpyranose eingesetzt
werden konnen. Die verschiedenen NDP-Zucker wurden hierbei in guten Ausbeuten
und kurzen Reaktionszeiten im Labormalistab erhalten, die Zielverbindungen
konnten als reine Anomere synthetisiert werden. Diese neue Methode kann zudem
auf NDP-Zucker mit einer modifizierten Pyranose- oder Nucleosid-Einheit

angewendet werden.
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6. Summary

The topic of the presented thesis is the development of a new and efficient route
towards Nucleoside diphosphate sugars (NDP-sugars). NDP-sugars are key
intermediates in various biochemical processes. They serve as substrates of
glycosyltransferases in the biosynthesis of almost all oligosaccharides,
polysaccharides and glycoconjugates. As a result, a number of methods have been
developed for the preparation of naturally occurring NDP-sugars as well as for their
analogues. The classical method is the coupling of glycosyl monophosphates to
nucleotide morpholidates. However, this method as well as other literature-known
procedures for this important class of compounds proceed with long reaction times

and very low yields.

The thesis on hand describes a novel access to NDP-sugars by using cycloSal-
nucleotides as active esters of the nucleotide part. Originally, cycloSal-Nucleotides
were used as prodrugs to deliver antiviral active nucleotides into cells. In this prodrug
concept, the salicylalcohol serves as a lipophilic masking unit to ensure the
membrane-permeability of phosphorylated drugs. The cleavage is initialized by a
nucleophilic attack of water or hydroxide ions on the phosphate triester. A
subsequent selective hydrolysis pathway yields the nucleotide and the salicylalcohol.
For synthetic application, the cycloSal-nucleotide is cleaved by an initial nucleophilic
attack of a glycosyl monophosphate on the phosphorus center, leading to the desired

NDP-sugar in a tandem reaction.

As starting material several cycloSal-nucleotides and glycosyl monophosphates were
prepared. Electron-withdrawing groups were attached to the aromatic moiety of the
cycloSal-nucleotides in order to increase the electrophilic properties of the
phosphorus atom. The salicylalcohols 67-70, 73 and 75 were obtained by reduction
of the corresponding salicylic acids, esters or aldehydes. The cycloSal-nucleotides
were synthesized either by using phosphorus(lll)-reagents or phosphorus(V)-
reagents. The salicylalcohols were reacted with phosphorus trichloride at low
temperature to give the cyclic chlorophosphites 85-91. Alternatively, the
phosphorchloridates 92-96 were prepared with P(O)Cl; in 73-92 % yield. The latter

phosphorus (V) methodology has the advantage of avoiding the oxidation step in the
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coupling reaction with the nucleoside. In the past this oxidation step has lead to
undesired side products and therefore lower yields in some coupling reactions.

The coupling of the chlorophosphites 85-91 with the nucleoside analogues 100, 109
was carried out in acetonitrile at low temperatures. The resulting cyclic phosphite
triesters were subsequently oxidized in a one-pot reaction to yield the cycloSal-
nucleotides 110-116, 118 and 126 (29-60 %). The cycloSal-nucleotides 111, 119 and
120, derived from the reaction with the phosphorchloridates 92-96, were prepared
with yields between 51-62 %.

The pyranoses were peracetylated by standard conditions to increase the solubility
and to minimize side reactions at the different hydroxy functions. The pyranoses were
selectively deprotected at the anomeric center and subjected to phosphitylation with
a phosphoramidite derivative. Subsequent in situ oxidation yielded the glucose-1-
phosphate 163 and the galactose-1-phosphate 189 as anomeric mixtures, which
were separated via column chromatography. With this method predominantly a-
configurated pyranoses were obtained. To synthesize the [(-counterparts, the
Koenigs-Knorr method was applied to the corresponding pyranosyl-bromides
additionally. In the case of D-Mannose, even this reaction sequence led to exclusive
formation of the a-phosphate triester. The phosphate moieties were deprotected by
hydrogenolysis using Pd/C, leading to the a- or [(-configurated glycosyl
monophosphates 162, 179, 180, 190, and 191 in good overall yields.

For the synthesis of the target NDP-sugars, several cycloSal-nucleotides with
different substitution pattern were investigated and the reaction conditions were
optimized. With regard to the reaction time and the yield, best results for the coupling
were obtained with 5-nitro-cycloSal-triester 126. The reaction of 126 with the glycosyl
monophosphates led to the formation of the NDP-sugars 237-241 in good yields (42-
56 %). The coupling was completed in DMF at 50 °C within 3-5 hours. In contrast,
pyridine led to very long reaction times and the cycloSal-nucleotide slowly

decomposed.

Using this new method, CDP-6d-3-D-gulose 134 was synthesized and can now be

used for biosynthetic studies of lipopolysaccharides.
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The NDP-sugars were purified on a glass column filled with RP-18 silica gel, water
was used as eluent. The isolation of the polar products was a main challenge of this
thesis since literature-known purification procedures for NDP-sugars could not be
reproduced. The compounds were characterized by spectroscopy and mass
spectrometry. The unchanged anomeric configuration of the NDP-sugar, derived from

the initial pyranosyl-phosphate, could be determined.

The results of this thesis demonstrate that cycloSal-nucleotides can be used as
activated phosphate esters for the synthesis of nucleoside diphosphate sugars. The
different NDP-sugars were synthesized in short reaction times and with good yields.

Moreover, the new method allows the synthesis of NDP-sugars with a defined
anomeric configuration. We optimized the reaction with regard to the solvent, the
reaction temperature and the substituents at the cyclosaligenyl moiety. The method
can also be applied to the synthesis of nucleoside diphosphate sugars with a

modified sugar moiety or a modified nucleoside moiety.
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7. Ausblick

In dieser Arbeit konnte mehrfach gezeigt werden, dass sich die cycloSal-Nucleotide
als Phosphataktivester zur Zuckernucleotidsynthese eignen. Die Ausbeuten sind im
Vergleich zu anderen Synthesemethoden bereits verbessert, konnten aber durchaus
weiter optimiert werden. Der Einsatz von noch reaktiveren cycloSal-Phosphattriestern
konnte zur weiteren Ausbeuteerhdhung fluhren. Denkbar hierfir waren cycloSal-
Nucleotide, die in der 3- oder 5- Position des Aromaten Substituenten tragen, die
neben einem —I| einen zusatzlichen —M-Effekt liefern. Die Nitril- oder Sulfonyl-Gruppe
konnten dafur geeignet sein. T. Zismann synthetisierte diesbezlglich im Rahmen
ihrer Diplomarbeit 5-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleotide.”® Weiter muss nicht nur die
Ausbeute der Zuckernucleotide sondern auch die der cycloSal-Nucleotide optimiert
werden. In der Vergangenheit wurde wiederholt festgestellt, dass die Zugabe von
tert-Butylhydroperoxid bei der Umsetzung des Phosphittriesters zum Phosphattriester
zu vollstandigen Produktverlusten fuhrt. Der Austausch dieses Oxidationsmittels

1

gegen ein Gemisch aus l,/Pyridin/Wasser oder gegen Oxon'' wird gegenwartig in

unserer Arbeitsgruppe mit ersten positiven Resultaten erprobt.

Im Zusammenhang mit den beobachteten Ausbeuteverlusten sollte des Weiteren ein
eventuell bedeutsamer Aspekt genauer untersucht werden. Nach der Abspaltung der
cycloSal-Maske kann ein reaktives Chinonmethid A als Intermediat auftreten. Die
Reaktion von A mit Wasser liefert den entsprechenden Salicylalkohol. Im
wasserfreien Medium konnte das reaktive Intermediat A als Alkylierungsreagenz
agieren, wodurch prinzipiell Folgereaktionen mit dem Zuckernucleotid moglich sind.
Um Nebenprodukte dieser Art zu unterbinden, kdnnten benzyl-funktionalisierte
cycloSal-Phosphattriester zum Einsatz kommen. Diese besitzen in der Benzylposition
des Salicylalkohols a-acide Wasserstoffatome, um die nucleophile Abfangreaktion
zugunsten einer  Eliminierungsreaktion  zurtckzudrangen. Geeignet ware
beispielsweise die Einflhrung einer Ethoxycarbonylmethylgruppe als acidifizierende
Einheit. Das nach Abspaltung der cycloSal-Maske entstehende Chinonmethid B wird
in diesem Fall durch eine Deprotonierung intrinsisch unter Bildung eines
Zimtsaureesters stabilisiert (Abb. 109).
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Abb. 109 Reaktionsmdglichkeiten unterschiedlich substituierter Chinonmethode

Die Benzyl-funktionalisierten Salicylalkohole sollten durch Alkylierung der
korrespondierenden Salicylaldehyde zuganglich sein und kénnen dann zum Aufbau

der cycloSal-Nucleotide eingesetzt werden.

Ein vollstandig neuer Ansatz ist die Durchfihrung der Zuckernucleotidsynthese,
ausgehend von cycloSal-Nucleotiden, an einer festen Phase. Eine Mdglichkeit hierfur
ware die Immobilisierung der cycloSal-Einheit durch Anbindung an einen festen
polymeren Trager (z.B. Polystyrol). Das vorher synthetisierte cycloSal-Nucleotid, mit
einem geeigneten Linker im cycloSal-Fragment, konnte Uber eine Ankergruppe an
den Trager gebunden werden. Auferdem ware es denkbar, zunachst den
Salicylalkohol an die feste Phase zu binden, und dann den cycloSal-Phosphattriester
an dem immobilisierten Trager aufzubauen. Die Reaktion mit einem Pyranose-1-
Phosphat wirde wie gewohnt die entsprechende NDP-Pyranose liefern, die nach

Entstehung direkt in die Reaktionsldsung diffundieren sollte (Abb. 110).
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Abb 110 Festphasen-gestitztes Verfahren zur Zuckernucleotidsynthese |

Die cycloSal-Einheit bleibt dabei auf dem Trager gebunden. Die Isolierung wirde
dadurch stark vereinfacht werden. Die Trennung des Zuckernucleotids von
Uberschussig eingesetztem Glycosylphosphat ware durch den Einsatz von speziellen
phosphatabbauenden Enzymen denkbar.’?'3 Auch eventuell vorhandene
Nucleosidmonophosphate kénnten so abgetrennt werden. Die Gruppe der
alkalischen Phosphatasen besteht aus Enzymen, die Phosphatester hydrolysieren.
Beim Einsatz dieser Phosphatasen musste gewahrleistet sein, dass das Enzym
lediglich die Phosphatesterbindungen der im Rohgemisch vorhandenen
Monophosphate abbaut und die Phosphatesterbindungen des Zuckernucleotids
unberuhrt lasst. Nach Abtrennung der Enzyme konnte das resultierende Rohgemisch

direkt in biologischen Assays eingesetzt werden.

Eine Immobilisierung konnte alternativ auch von Seiten des Nucleosids erfolgen. Die
Anbindung des Nucleosids an den festen Trager konnte entweder Uber den
Heterocyclus der Base oder Uber die Hydroxyfunktionen des Zuckers durch
geeignete Linker bewerkstelligt werden (Abb. 111). Nach der Umsetzung des
Glycosyl-1-phosphats mit dem immobilisierten cycloSal-Nucleotid wirde das
Zuckernucleotid an der festen Phase verbleiben. Nach Entfernen aller
Uberschussigen polaren und organischen Bestandteile konnte das Produkt durch

Abspalten vom Trager auf sehr einfachem Wege isoliert werden.
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Abb. 111 Festphasen-gestlitztes Verfahren zur Zuckernucleotidsynthese Il

Eine weitere Moglichkeit zur Darstellung von NDP-Zuckern ware die Aktivierung der
phosphorylierten Hexose durch die EinflUhrung des cycloSal-Fragments (Abb. 112).
Solche Verbindungen wurden als "Kohlenhydrat-Prodrugs® bereits beschrieben.>*
Das Nucleotid musste in diesem Fall das Phosphoratom der maskierten Pyranose
angreifen, nach Abspaltung der cycloSal-Maske wuirde der gewlnschte NDP-Zucker
entstehen. Eine denkbare Nebenreaktion ware der nucleophile Angriff des Nucleotids
auf das anomere Zentrum des Zuckers. In diesem Fall wirde eine

Nucleosidmonophosphatpyranose entstehen.

(0]
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P \ Base

(@) (e}

Abb.112 Synthese der Zuckernucleotide ausgehend von cycloSal-Hexose-1-phosphaten

Diese Methode ware besonders dann geeignet, um schwer zugangliche Nucleotide

umzusetzen, da hier die gunstigere Pyranose aktiviert wird und nicht das Nucleotid.
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Der Einsatz von unnaturlichen Nucleotiden konnte im Zusammenhang mit der
Untersuchung der Enzym-Substrat-Wechselwirkung in der Biosynthese von
Oligosacchariden interessant sein. Die Bedeutung der Glyconstruktur des Nucleosids
fur die Bindungsfahigkeit an Glycosyltransferasen ist noch nicht ganzlich geklart.
Bekannt ist, dass die selektive Bindung an das Enzym maligeblich durch den
Heterocyclus des Nucleosids und die Pyranosylkomponente des Zuckernucleotids

stattfindet.'®®
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Abb. 113 Synthese von XDP-Zuckern mit unnaturlichen Nucleosiden

Zur Untersuchung der Rolle des Nucleosid-Glycons koénnten verschiedene
Zuckernucleotide mit modifizierter Glycon-Struktur durch synthetische Anwendung
des cycloSal-Konzeptes dargestellt werden. Die Substrateigenschaften dieser
Verbindungen koénnten dann mit Hilfe der STD-NMR-Technik aufgeklart

werden. %8157

Aufgrund des hohen synthetischen Potentials der cycloSal-Verbindungen, ist ein
Einsatz als Phosphataktivester zur Bildung von weiteren Phosphatesterbindungen
denkbar. In Abhangigkeit des Nucleophils konnten die verschiedensten biologisch
relevanten Verbindungen im Labormalstab synthetisiert werden. Durch Umsetzung
eines cycloSal-Nucleotids mit einem Nucleosidmonophosphat entsteht ein 5'-
Dinucleosidpyrophosphat. Beispielsweise ist Nicotinamidadenindinucleotid ein
wichtiges Coenzym, das als Wasserstofflibertrager eine entscheidende Rolle in der
Zellatmung spielt. Beim Angriff von Pyrophosphat auf das cycloSal-Nucleotid wurde
das entsprechende Nucleosidtriphosphat entstehen. Adenosintriphosphat ist der

wichtigste Ubertrager freier Enthalpie zum Antrieb endergoner Prozesse fiir lebende
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Organismen. Arbeiten auf dem Gebiet der Nucleosiddi- und triphosphate werden

gegenwartig in unserer Arbeitsgruppe erprobt.*®
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Abb. 114 Synthese verschiedener Phosphatester ausgehend von cycloSal-Nucleotiden

CMP-N-Acetylneuraminsdure  (CMP-NeuAc) ist der Ubertrdger der N-
Acetylneuraminsaure, haufig auch als Sialinsdure bezeichnet. Dieses Monosaccharid
ist eine charakteristische Komponente von Glycoproteinen und Glycolipiden.'®®1>°
CMP-NeuAc konnte durch Umsetzung eines cycloSal-aktivierten
Cytidinmonophosphats mit der entsprechend deprotonierten Neuraminsaure

gewonnen werden.
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8. Experimenteller Teil

8.1. Allgemeines

8.1.1. Losemittel

Acetonitril:
Benzol:

Dichlormethan:

Diethylether:
N,N-Dimethylformamid:

Diisopropylethylamin:

Dimethylformamid:
Dioxan:
Essigsaureethylester:
Ethanol

Methanol:

Petrolether (50-70):

Phosphor(lll)-chlorid:

CoH3N; Sdp.: 81 — 82 °C; Uber Calciumhydrid getrocknet
und bei Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

CeHs; Sdp.: 80 °C; Uber Kalium getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

CHxCly; Sdp.: 40 °C; zur praparativen Chromatographie
uber Calciumchlorid getrocknet und bei Normaldruck
destilliert; zur Synthese Uber Calciumhydrid getrocknet und
bei Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

C4H100O; Sdp.: 35 °C; uUber Natrium getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

C3H;NO; Sdp.: 153 °C; Uber Calciumhydrid getrocknet und
im Vakuum unter Stickstoff destilliert.

CsH1oN; Sdp.: 127 °C; uber Natrium getrocknet, bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert und unter
Lichtausschluss aufbewahrt.

C3H7NO; Sdp.: 153 °C; Uber Calciumhydrid getrocknet und
im Vakuum unter Stickstoff destilliert.

C4HgOy; Sdp.: 101 °C; uUber Kalium getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

C4HgOy; Sdp.: 77 °C; zur Chromatographie uber
Calciumchlorid getrocknet und bei Normaldruck destilliert.
C2HgO; Sdp.: 78 °C; Uber Natrium und getrocknet und unter
Stickstoff destilliert

CH40; Sdp.: 64 °C; zur praparativen Chromatographie bei
Normaldruck destilliert.

Sdp.: 50 — 70 °C; zur praparativen Chromatographie bei
Normaldruck destilliert.

PCl3; Sdp.: 76 °C, unter Stickstoff destilliert.
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Tetrahydrofuran: C4HgO; Sdp.: 65 °C; uber Kalium getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

Triethylamin: CeH1sN; Sdp.: 89 °C, uber Natrium getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

Pyridin: CsHsN; Sdp.: 116 °C; Uber Calciumhydrid getrocknet und

bei Normaldruck unter Stickstoff destilliert.

8.1.2. Verwendete Puffer und Reagenzien

8.1.3. Chromatographie

e Diinnschichtchromatographie (TLC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator
(Merck Nr. 5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Platten wurden auf eine
GroRe von 2 — 4 x 10 cm zugeschnitten; die Laufstrecke betrug 6 — 7 cm. Alle Rt -
Werte wurden bei Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven
Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm und
durch Bespruhen mit 10 %iger ethanolischer Schwefelsaure und anschlieRender
Warmebehandlung. Zur Detektion von ungesattigten Verbindungen wurde eine

lodkammer verwendet.

e Zirkulare, zentrifugale Dinnschichtchromatographie (CCTLC)

Mittels eines Chromatotrons der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden
Substanzgemische mit Rohausbeuten von maximal 4 g getrennt. Als Trennmaterial
diente gipshaltiges Kieselgel 60 PF254 (Merck Nr. 7749) in Schichtdicken von 1, 2
und 4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven
Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe der Firma Konrad Benda bei einer

Wellenlange von 254 nm.

e Praparative Dinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden PSC-Fertigplatten der Firma Merck verwendet. Die Platten waren mit
Aluminiumoxid 60 Fys4 beschichtet, hatten eine Schichtdicke von 1.5 mm und eine
Grolle von 20 x 20 cm. Als Laufmittel wurde iso-Propanol/NHs/H,O 14:1:7 viv

verwendet.
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e Priparative Saulenchromatographie (Flash-Chromatographie)

Die saulenchromatographischen Trennungen wurden an Kieselgel 60 (230 — 400
mesh, Korngrofde 0.040 — 0.063 nm, Merck) nach dem Flash-Verfahren bei einem
Uberdruck von 0.2 — 0.4 bar durchgefiihrt. Es wurden stets destillierte Lésemittel

verwendet.

e Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die semipraparative Hochleistungsflussigkeitschromatographie wurde an zwei
Merck-Hitachi-Anlagen durchgefuhrt:

Software: Chromatography Data Station Software; HPLC-Manager Version 2 bzw.
Version 3.1.1; Interface: Model D 6000 bzw. Model L-7000; Pumpe: Model L 6200 A
Intelligent Pump bzw. Model L-7100; Automatischer Probenwechsler: Model AS 2000
A bzw. Model L-7200; Dioden Array Detektor: Model L-7455; Detektion: UV, 260 nm;
Saule fur semipraparative Trennungen: Merck LiChroCart 250-10, reversed phase
mit Silicagel Lichrospher 100 RP 18 (10 um); Laufmittel: isokratisch mit wechselnden
Anteilen Acetonitril/Wasser bei einer Flussrate von 4 mL/min.

Die praparative Hochleistungsflussigkeitschromatographie wurde an einer Dionex-
Anlage durchgefuhrt:

Software: Dionex Chromeleon 6.4; Pumpe: Dionex P 580; Detektor: Dionex UVD
340 S; Detektion: UV, 260 nm; Saule fur praparative Trennungen: VYDAC 300 C18;
Laufmittel: isokratisch mit 100 % H2O + 0.1 % Trifluoressigsaure bei einer Flussrate

von 10 mL/min.

8.1.4. Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in den NMR-spektroskopischen Abteilungen der

Universitat Hamburg aufgenommen. Es standen folgende Gerate zur Verfligung:

e Bruker AMX 400 ("H mit 400 MHz; "*C mit 101 MHz)

e Bruker DMX 500 ("H mit 500 MHz; "*C mit 126 MHz; *'P mit 202 MHz; "°F mit
471 MHz)

e Bruker AMX 400 (*'P mit 162 MHz)

Zusatzlich wurde von allen nicht luftempfindlichen Verbindungen 'H,'H- sowie

'H,"3C-Korrelationsspektren (H,H-COSY bzw. HMQC) aufgenommen. Dariiber

hinaus wurden einige NMR-Spektren in der spektroskopischen Abteilung des Instituts
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fur Anorganische und Angewandte Chemie aufgenommen (Modell Bruker AVANCE
400, 400 MHz)

'H-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (5 = 7.27 ppm), DMSO-ds (3 =
2.49 ppm) und D20 (6 = 4.65 ppm).

3C-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen CDCls (3 = 77.0 ppm) und DMSO-ds
(© =39.7 ppm).

*'P-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard (85 %ige

Phosphorsaure).

Zur Wiedergabe der Multiplizitdten in den 'H-, "*C- und *'P-NMR-Spektren finden
folgende AbklUrzungen Verwendung: br. = breit, s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett,

g = Quartett, quin = Quintett, sept = Septett, m = Multiplett, arom. = aromatisch.

8.1.5. Massenspektrometrie (MS)

Die El-Massenspektren wurden an einem VG Analytical VG/70-250S-Spektrometer

(doppelt fokussierend) gemessen.

Die ESI-Massenspektren wurden an der Universitat Hamburg mit einem
Elektrospray-Gerat (Hewlett Packard HP 5989 B MS mit einem ESI Interface HP 599
87 A API oder Finnegan MAT 95 Trap XL) gemessen und mit der Software ISIS 8.1
nachbearbeitet. Als FlieRmittel wurde Acetonitril mit 0.1 % Essigsaure (ESI*) oder
Acetonitril/Wasser 50:50 v/v benutzt.

Die FAB-Massenspektren wurden an der Universitdt Hamburg mit einem
Doppelfokussierenden Spektrometer VG/70-250 F der Firma VG Analytical
gemessen. Als Matrix wurde m-Nitrobenzylalkohol verwendet.

8.1.6. Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Die Infrarotspektren wurden an einem Avatar 370 FT-IR der Firma ThermoNicolet

aufgenommen.
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8.1.7. Polarimeter

Drehwerte optisch aktiver Substanzen wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter
241 oder einem Jasco DIP-370 Digital Polarimeter in 10 cm Kuivetten mit einer

Natriumlampe bei einer Wellenlange von 589 nm gemessen.

8.1.8. Sonstige Gerate

e Gefriertrocknung

Wassrige Losungen wurden an einer Amsco/Finn-Aqua Lyovac GT2
Gefriertrocknungsanlage bzw. an einer Christ/Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanlage

lyophilisiert.

e Thermomixer

Als Thermomixer wurde ein Eppendorf Thermomixer 5436 verwendet.

e SpeedVac
Zur Entfernung kleiner Lésungsmittelmengen kam ein Eppendorf Concentrator 5301

zum Einsatz.

e Zentrifuge
Suspensionen des Hydrierkatalysators wurden an einer Heraeus Biofuge Primo R bei

6000 U/min zentrifugiert.
8.2. Synthesen

8.2.1. Allgemeine Arbeitsvorschriften

8.2.1.1. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Salicylalkohol-

Derivaten durch Reduktion von Carbonylverbindungen (AAV 1)

Zum Ausschluss von Feuchtigkeit wurde die Reaktion in einer Stickstoffatmosphare
durchgefiihrt. Abhangig vom Edukt wurden 1.0 Aquiv. (Aldehyde) bzw. 2.0 Aquiv.
(Carbonsauren, Carbonsaureester) Lithiumaluminiumhydrid in abs. THF suspendiert.

Zu dieser Suspension wurde unter Ruhren eine LOosung der zu reduzierenden
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Carbonylverbindung in abs. THF getropft. Die Zugabe erfolgte innerhalb von 30 min
bei 0°C. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt
und noch 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Bei unvollstandiger Reaktion (DC-
Kontrolle) wurde das Reaktionsgemisch noch 1-3 h unter Ruckfluss erhitzt.
Uberschiissiges Lithiumaluminiumhydrid wurde durch Zugabe von 2N Salzs&ure
unter starkem Rudhren und unter EiskUhlung zerstort. Bei einem pH-Wert des
Reaktionsgemisches von 4-5 wurde Wasser zugegeben und die Phasen wurden
getrennt. Die wassrige Phase wurde noch funfmal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, das
Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Die erhaltenen Produkte
waren teilweise noch verunreinigt. Gegebenenfalls musste eine abschlielRende

Saulenchromatographie durchgefuhrt werden.

8.2.1.2. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Saligenyichlor-
phosphiten (AAV 2)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt, um Sauerstoff und
Feuchtigkeit auszuschlieRen. Es wurden 1.0 Aquiv. des entsprechenden
Salicylalkohol-Derivates in trockenem Diethylether vorgelegt und auf —20 °C
abgekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden 1.2 Aquivalente frisch destilliertes
Phosphor(lll)-chlorid zugegeben und circa 10 min gerUhrt. AnschlieRend wurden
ebenfalls bei — 20 °C (iber einen Zeitraum von 2 h 2.3 Aquiv. abs. Pyridin, geldst in
abs. Diethylether, zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde das Reaktionsgemisch
auf Raumtemperatur erwarmt und noch 1.5 h geriuhrt. Die Ansatze wurden Uber
Nacht bei -20°C gelagert, um ein mdglichst vollstandiges Ausfallen des
entstandenen Pyridinhydrochlorids herbeizufuhren, welches nachfolgend unter
Schutzgas mittels einer Umkehrfritte abfiltriert wurde. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum abdestilliert. Die erhaltenen Rohprodukte der Saligenylchlorphosphite
wurden in der Regel ohne weitere Reinigung zu den cycloSal-

Nucleosidmonophosphaten umgesetzt.

8.2.1.3. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Saligenylphosphor-
chloridaten (AAV 3)

In einer Stickstoffatmosphare wurden 1.1 Aquiv. POCIz in abs. THF gelost und auf

-60 °C gekdihlt. In einem Tropftrichter mit aktiviertem Molsieb (4 A) wurden 1.0 Aquiv.
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des jeweiligen Salicylalkohol-Derivates und 2.2 Aquiv. Triethylamin in abs. THF
geldst. Nach 30 min wurde dieses Gemisch zur Losung des POCI; in THF innerhalb
einer Stunde bei -60 °C zugetropft. Gegebenenfalls wurde mit geringen Mengen THF
nachgespult. AnschlieBend wurde das Gemisch 1h bei -40°C und 1h bei
Raumtemperatur geruhrt. Daraufhin wurde das gebildete Triethylammoniumchlorid
abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Das so erhaltene

Rohprodukt wurde am Chromatotron (PE/EE) gereinigt.

8.2.1.4. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von cycloSal-Nucleosid-

monophosphaten (AAV 4)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt, um Sauerstoff und

Feuchtigkeit auszuschlief3en.

Variante I

Das zu veresternde Nucleosid (1.0 Aquiv.) wurde in wasserfreiem Acetonitril gelést
und auf —20°C abgekihlt. Zu dieser Lésung wurden unter Rihren DIPEA
(2.0 Aquiv.) sowie vorsichtig das entsprechende  Saligenylchlorphosphit
(verunreinigtes Rohprodukt, entsprechend 2.0 Aquiv. bei hypothetischer Reinheit),
gelést in abs. Acetonitril, gegeben. Nach beendeter Zugabe lieR man die
Reaktionslésung auf Raumtemperatur erwarmen und noch 1 h bei dieser Temperatur
ruhren. Die Reaktion wurde dabei dunnschichtchromatographisch verfolgt
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Anschlieend wurden wiederum bei —20 °C
3.4 Aquivalente einer tert-Butylhydroperoxid-Lésung (5-6 M Lésung in n-Decan)
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde erneut auf Raumtemperatur erwarmt und
nochmals 1 h gerthrt. Nach vollendeter Oxidation (DC-Kontrolle) wurde das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron in
einer ersten Trennung von Salzen befreit (Essigester/Methanol (angesauert mit
0.1 % Essigsaure) = 9:1 v/v). Durch weitere Reinigung am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanol-Gradient (angesauert mit 0.1 % Essigsaure)) wurde das
Produkt zunachst in Form eines farblosen Ols erhalten. Durch nachfolgende

Gefriertrocknung aus Acetonitril/Wasser 1:2 v/v wurden farblose Watten isoliert.
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Variante |l

Das zu veresternde Nucleosid (1.0 Aquiv.) wurde in abs. Pyridin gelost, die Lésung
wurde dann in einen Schlenkkolben mit aktiviertem Molsieb (4 A) Uberflhrt.
AnschlieRend wurde bei -40 °C das Saligenylphosphorchloridat (1.8 Aquiv), gelést in
THF oder in Toluol (1.0 M), sehr langsam zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
das Reaktionsgemisch noch weitere 3 - 8 h bei -40°C gerihrt, der Umsatz wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und das Losemittel unter
vermindertem Druck abdestilliert. Der Ruckstand wurde am Chromatotron mit
Dichlormethan/Methanol gereinigt. Das erhaltene Ol wurde in Acetonitril/Wasser

1:2 v/v aufgenommen und gefriergetrocknet.

Variante lI:

Das Saligenylphosphorchloridat (1.0 Aquiv.) wurde in wasserfreiem Dioxan gelost,
dann wurden 2.0 Aquivalente Imidazol hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
10 min bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde das zu veresternde
Nucleosid tropfenweise zugegeben. Die Reaktion wurde auf 50 °C erwarmt und 12-
15h bei dieser Temperatur geruhrt. Der Umsatz wurde dunnschicht-
chromatographisch (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) verfolgt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Ruckstand wurde am
Chromatotron mit Dichlormethan/Methanol gereinigt. Das erhaltene Ol wurde in

Acetonitril/Wasser 1:2 v/v aufgenommen und gefriergetrocknet.

8.2.1.5. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Acetylierung von Hydroxylgruppen
(AAV 5)

Die zu acetylierende Verbindung (1.0 Aquiv.) wurde in abs. Pyridin gelést. Die
Reaktionslésung wurde auf 0°C abgeklhlt, Essigsdureanhydrid (3.0 Aquiv. pro OH-
Gruppe) wurde tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 2 h bei 0°C
geruhrt und anschlieBend weitere 18 h bei Raumtemperatur. Danach wurde
mehrmals mit Toluol codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr vorhanden war. Der
Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und grindlich mit Wasser und ges.

Natriumchlorid-LOsung gewaschen. Nach Trocknung uber Natriumsulfat und
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Entfernen des  Ldsungsmittels im  Vakuum wurde das Rohprodukt

saulenchromatographisch (PE/EE) gereinigt.

8.2.1.6. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur selektiven Entschiitzung der

anomeren Hydroxylgruppe von Monosacchariden (AAV 6)

In einer Stickstoffatmosphére wurde die zu entschiitzende Pyranose (1.0 Aquiv.) in
abs. DMF gel6st und mit Hydrazinacetat (1.2 Aquiv.) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde solange auf 50 °C erwarmt bis das Hydrazinacetat vollstandig gelost war.
AnschlieRend wurde unter Ruhren auf Raumtemperatur abgekihlt und der Umsatz
wurde dunnschichtchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat 3:1 v/v) verfolgt. Nach
beendeter Reaktion wurde die Reaktionslésung in Ethylacetat aufgenommen und
zweimal mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Nach Trocknung uber
Natriumsulfat wurde das Losungsmittel zunachst am Rotationsverdampfer eingeengt,
restliches DMF wurde im Olpumpenvakuum entfernt. Der dlige Riickstand wurde
mehrfach mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert. Die abschlieRende Reinigung

erfolgte saulenchromatographisch (Petrolether/Ethylacetat v/v) an Kieselgel.

8.2.1.7. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur anomeren Phosphatylierung von
Monosacchariden (AAV 7)

Variante |: Die entsprechende 1-OH freie Pyranose (1.0 Aquiv.) wurde in einer
Stickstoffatmosphare in abs. Dichlormethan gelést und mit 1.2 Aquiv.
Dicyanoimidazol versetzt. Unter Eiskiihlung wurden 1.5 Aquivalente bis-(Benzyl)-
N,N-Diisopropylphosphoramidit langsam zugetropft. Die Reaktion wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 45 min bei dieser Temperatur gerihrt. Nach
vollstandiger Reaktion (DC-Kontrolle, Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v) wurden unter
erneuter Eiskiihlung 1.5 Aquivalente 3-Chlorperbenzoeséaure in kleinen Portionen
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt und nach
30 Minuten rihren mit Diethylether verdiunnt. Es wurde solange mit Natriumsulfit-
Losung gewaschen bis in der organischen Phase keine Peroxide mehr vorhanden
waren. AnschlieBend wurde diese Phase mit gesattigter Natriumchloridlésung und
Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, das LdOsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat
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v/v) gereinigt wobei die entstandenen a- und B-Phosphate voneinander getrennt

werden konnten.

Variante 1l: In einem Schlenkkolben mit 3 A Molsieb wurden 1.8 Aquivalente
Dibenzylphosphat in einem Gemisch aus abs. Dichlormethan und abs. Acetonitril
geldst. Unter Eiskiihlung und starkem Ruhren wurden 1.0 Aquivalente des
Pyranosylbromids, gelost in abs. Dichlormethan, zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde mit 1.8 Aquivalenten Ag.COj3 versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Celite filtriert, das Losungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer entfernt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch
an Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat). Mit dieser Variante konnte das B-Phosphat in

reiner Form isoliert werden.

8.2.1.8. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur hydrogenolytischen Abspaltung von

Benzyl-Schutzgruppen (AAV 8)

Die jeweilige benzylgeschitzte Verbindung (1.0 Aquiv.) wurde in einer
Stickstoffatmosphére in abs. Dioxan gelost und 2.0 Aq. EtsN wurden tropfenweise
zugesetzt. Abschlielend wurden in der Reaktionslosung je nach Ansatzgrofde ein bis
drei Spatelspitzen Pd/C (10%ig) suspendiert. Der Reaktionsansatz wurde mit
leichtem Hx-Uberdruck bei Raumtemperatur reduziert. Die Reaktionszeit betrug 2-
15 h (DC-Kontrolle). Nach vollstandigem Umsatz des Eduktes wurde die Suspension
Uber Celite filtriert. Die in einigen Fallen im Produkt verbliebenen Pd-Ruckstande
wurden mittels einer Zentrifuge vollstandig abgetrennt. Das Rohprodukt wurde in
Dichlormethan aufgenommen und finfmal mit Wasser extrahiert. Das Produkt konnte

aus den vereinigten wassrigen Fraktionen durch Gefriertrocknung gewonnen werden.

8.2.1.9. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese der Nucleosiddiphosphat-
pyranosen (AAV 9)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt, um Feuchtigkeit
auszuschlieBen. Das jeweilige cycloSal-Nucleosidmonophosphat (1.0 Aq.) wurde in
abs. DMF gelést und mit 1.2 Aquiv. des Glycosyl-1-phosphats (in Form des
Triethylammoniumsalzes) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bei 50°C geruhrt,
die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlormethan/Methanol

9:1 v/v). Die Reaktionszeit variierte je nach Substitutionsmuster des cycloSal-
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Fragments zwischen 3 h und 14 Tagen. Nach beendeter Reaktion wurde das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die wassrige Phase wurde lyophilisiert.
Das nach Gefriertrocknung erhaltene Zuckernucleotid wurde in einem Gemisch von
2 mL Wasser, 5 mL Methanol und 0.7 mL Triethylamin aufgenommen und 24 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Nach erneuter Gefriertrocknung wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt. Die
Detektion der Produktfraktionen erfolgte dunnschichtchromatographisch mit einem

Gemisch aus iso-Propanol und 1 N Ammoniumacetat-Lésung (2:1, v/v).
8.2.2. Synthese der modifizierten Nucleoside

8.2.2.1. Synthese von 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-Cytidin 102

Cytidin 101 (4.00 g, 16.5 mmol) wurde zunachst in einer Stickstoffatmosphare in
60 mL wasserfreiem Pyridin gelést. Bei Raumtemperatur wurden 1.2 Aquivalente
tert-Butyldimethylchlorsilan (2.87 M in Toluol) tropfenweise zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Zum Abbruch der
Reaktion wurde diese mit 100 mL Methanol versetzt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck abdestilliert, danach wurde mehrmals mit Toluol codestilliert, bis
kein Pyridingeruch mehr vorhanden war. Anschlielend wurde zweimal mit
Dichlormethan coevaporiert. Der Ruckstand wurde in Dichlormethan aufgenommen
und zweimal mit Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Extrakte wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel erneut im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) an
Kieselgel gereinigt.
NH,

Ausbeute: 4.76 g (13.3 mmol, 81 %) eines gelben SﬁN
Feststoffes; Summenformel: C45H27N305Si;  Mol- %éio 6| N/go
gewicht: 357.48 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/ |

4' ) © 1
Methanol 9:1 v/v): 0.28; 3 :

' 2
OH OH

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 0.08 (s, 6H, Silyl-CHs), 0.89 (s, 9H, 'Bu-
CH3), 3.72-3.75 (m, 1H, H-5'), 3.85-3.91 (m, 4H, H-2’, H-3", H-4’, H-5'), 4.97 (d, 1H,
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3Jun = 5.6 Hz, OH), 5.36 (d, 1H, 2Jun = 5.4 Hz, OH), 5.67 (d, 1H, 2Jun = 7.4 Hz, H-5),
5.77 (d, 1H, 3Jun = 3.3 Hz, H-1°), 7.10 (s, 2H, NHy), 7.81 (d, 1H, 3Jun = 7.4 Hz, H-6).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 18.1 (Si-Cq), 25.9 (Silyl-CHs), 62.1 (C-5'),
68.9 (C-4'), 74.5 (C-2), 83.2 (C-3'), 89.2 (C-1’), 93.6 (C-5), 140.7 (C-6), 155.3 (C-4),
165.6 (C-2).

HRMS (FAB): berechnet fur C15H27N305Si [M+H]: 358.1798, gefunden: 358.1823.

8.2.2.2. Synthese von 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-N-4-Formamidin-Cytidin
103

Es wurden 1.00 g (2.80 mmol) 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-Cytidin 102 in 70 mL abs.
Pyridin gelost und mit 0.958 mL (5.60 mmol) N,N-Dimethylformamiddiethylacetal
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand wurde
zweimal mit Toluol und abschlieRend zweimal mit Dichlormethan coevaporiert. Das

Rohprodukt wurde am Chromatotron mit Dichlormethan als Eluent gereinigt.

/
Ausbeute: 1.07 g (2.59 mmol, 93 %) eines farblosen NfN\
Feststoffes; Summenformel: C4sH32N4O5Si; Mol- 5?\,\,
gewicht: 412.56 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/ %éio 6| N/go
Methanol 9:1 v/v): 0.40; | 5 0 '
4'3' 2,1
OH OH

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 0.09 (s, 6H,
Silyl-CHs), 0.90 (s, 9H, 'Bu-CHs), 3.04 (s, 3H, N-CHs), 3.17 (s, 3H, N-CH3), 3.74-3.77
(m, 1H, H-5"), 3.89-3.95 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-4’, H-5), 4.98 (d, 1H, 3Ju4 = 5.6 Hz,
OH), 5.46 (d, 1H, *Jun = 5.1 Hz, OH), 5.78 (d, 1H, 3Juy = 2.5 Hz, H-1"), 5.86 (d, 1H,
3Jun = 7.1 Hz, H-5), 8.04 (d, 1H, 3Jun = 7.1 Hz, H-6), 8.63 (s, 1H, N=CH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 18.4 (Si-Cq), 26.2 (Silyl-CHs), 35.1 (N-CHg),
41.2 (N-CH3), 62.2 (C-5), 68.9 (C-4'), 75.0 (C-2’), 83.6 (C-3’), 90.1 (C-1’), 101.5 (C-

5), 142.2 (C-6), 155.5 (C-4), 171.4 (C-2).

MS (FAB): berechnet fur C1gH32N4O5Si [M+H]: 413.6, gefunden: 413.6.
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8.2.2.3. Synthese von 5’-O-TBDMS-N-4-Pac-2’,3’-O-PAc-Cytidin 106

Es wurden 3.65 g (27.0 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol in 15 mL abs. Acetonitril
suspendiert, anschlieRBend wurden 4.66 mL (33.8 mmol) Phenoxyacetylchlorid
zugegeben. Die entstandenen Salze wurden in 80 mL abs. Pyridin geldst. Diese
Lésung wurde bei 0°C unter starkem Ruhren langsam zu einer Losung aus 2.41 g
(6.75 mmol) 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-Cytidin 102 in 20 mL abs. Pyridin getropft.
Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 20 h gerthrt. Nach
beendeter Reaktion (dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung mit
Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) wurden bei 0°C 30 mL Wasser zugegeben. Nach
Erwarmen der Reaktionslésung auf Raumtemperatur wurde das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und
mehrmals mit Wasser und gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen.
Die vereinigten wassrigen Phasen wurden abschlieend mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden dber Natriumsulfat
getrocknet, das LoOsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/

Ethylacetat 1:1 v/v gereinigt. o

O
HN)K/
Ausbeute: 4.29 g (5.65 mmol, 84 %) eines f\

5| N

gelben Ols; Summenformel: C3gHssN3044Si;

| 6
Molgewicht: 759.87 g/mol; DC: Ry %—Sio 5 N~ "0
(Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.62; | 4 O
3 2
OPAc OPAc

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 0.00 (Silyl-CHs), 0.01 (Silyl-CH3), 0.81('Bu-
CHs), 3.64 (dd, 1H, 2Jun = 11.7 Hz, %3y = 1.5 Hz, H-5’), 3.87 (dd, 1H, 2Jun = 11.7 Hz,
*Jun = 1.5 Hz, H-5"), 4.14-4.15 (m, 1H, H-4"), 4.39-4.54 (m, 6H, CHx-PAc), 5.37-5.41
(m, 2H, H-2", H-3"), 6.20 (d, 1H, 3Juy = 4.3 Hz, H-1"), 6.73-6.89 (M, 9H, Harom), 7.09-
7.17 (M, 6H, Harom), 7.33 (d, 1H, 2Jun = 7.6 Hz, H-5), 8.20 (d, 1H, 3Jun = 7.6 Hz, H-6),
9.35 (s, 1H, NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): -5.7 (Silyl-CHs), 18.2 (‘Bu-Cg), 60.2 (C-5'),
62.0, 64.6, 67.2 (CH2-PAc), 71.1 (C-3'), 75.0 (C-2), 83.0 (C-4’), 87.2 (C-1'), 96.8 (C-
5), 114.6, 121.7, 121.9, 122.4, 129.2, 129.5, 129.7 (Carom), 144.3 (C-6), 155.0 (C-4),
156.7, 157.5, 161.7 (Aryl-C) ,167.8, 167.9, 168.5 (C=0), 170.9 (C-2).
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8.2.2.4. Synthese von N-4-PAc-2’,3’-O-PAc-cytidin 107

Es wurden 2.70 g (3.60 mmol) 5-O-TBDMS-N-4-Pac-2’,3’-O-PAc-Cytidin 106 in 40
mL abs. THF geldst. Zu dieser Losung wurden bei Raumtemperatur 3.62 mL (22.2
mmol) Triethylamintrihydrofluorid sowie 2.50 mL (18.0 mmol) Triethylamin gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde 4 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) wurde das
Losungsmittel abdestilliert. Der Ruckstand wurde am Chromatotron mit
Dichlormethan und anschlielend mit Ethylacetat gereinigt.
O
Ausbeute: 1.77 g (2.74 mmol, 76 %) eines gelb- HN)K/O\©

lichen Feststoffes; Summenformel: Cs3zH31N3014;

57 SN
Molgewicht: 645.61 g/mol; DC: R; (Ethylacetat): 6| /&
0.43; Ho, ) @
(0]
4 1
3 2'
OPAc OPAc

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 3.61-3.75 (m, 2H, H-5), 4.21-4.23 (m, 1H,
H-4'), 4.74-4.90 (m, 6H, CHx-PAc), 5.40 (t, 1H, %Jun = 5.4 Hz, OH), 5.47-5.49 (m, 1H,
H-3), 5.57 (dd, 1H, 3Ju = 5.5 Hz, 5.0 Hz, H-2"), 6.09 (d, 1H, 3Jun = 5.0 Hz, H-1"),
6.89-6.97 (M, 9H, Harom), 7.16 (d, 1H, 3Ju = 7.4 Hz, H-5), 7.24- 7.31 (m, 6H, Harom),
8.34 (d, 1H, 23 = 7.4 Hz, H-6), 11.09 (s, 1H, NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 60.1 (C-5'), 63.9, 64.0, 66.4 (CH,-PAc),
70.9 (C-3'), 73.6 (C-2'), 82.8 (C-4’), 87.9 (C-1'), 95.8 (C-5), 114.2, 121.0, 129.2,
129.4 (Carom), 148.9 (C-6), 162.2, 161.5, 167.7 (C4-PAc) , 167.8 (C-2).

HRMS (ESI): berechnet fir C33H31N3011K [M+K]: 684.1583, gefunden: 684.1581.
8.2.2.5. Synthese von 5’-O-TBDMS-N-4-Ac-2’,3’-O-Ac-Cytidin 108

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5.

Es wurden 2.00 g (5.59 mmol) 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-Cytidin 102, geldst in
30 mL Pyridin und 7.31 mL (75.5 mmol, abweichend von AAV 5 Einsatz von 4.5
Aquiv. pro OH-Gruppe) Essigsaureanhydrid eingesetzt.
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NHAc
Ausbeute: 2.48 g (5.13 mmol, 92 %) eines farblosen 5N
Feststoffes; Summenformel:  C31H33N30sSi;  Mol- | s| N/go
gewicht: 483.20 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol ; T'O 75' o
4 1
9:1 v/v) 0.55; 3 i
OAc OAc

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 0.01 (s, 6H, Silyl-CH3), 0.80 (s, 9H, 'Bu-
CHs), 1.98, 1.99, 2.03 (je s, je 3H, je CHs-Acetyl), 3.73 (dd, 1H, 2Juy = 11.9 Hz, 2Juy
= 3.0 Hz, H-5), 3.86 (dd, 1H, 2Jun = 11.9 Hz, *Jun = 3.0 Hz, H-5'), 4.17-4.19 (m, 1H,
H-4’), 5.23 (dd, 1H, 3Jun = 5.3 Hz, Jun = 5.4 Hz, H-3’), 5.30 (dd, 1H, 3Juy = 5.3 Hz,
3Jun = 4.6 Hz, H-2), 5.94 (d, 1H, 3Juy = 4.6 Hz, H-1"), 7.16 (d, 1H, *Juy = 7.5 Hz, H-
5), 8.13 (d, 1H, Jun = 7.5 Hz, H-6), 10.90 (s, 1H, NHAC).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): -5.7 (Silyl-CH3), 17.9 (Bu-Cg), 20.2, 20.3
(CHa-Acetyl), 24.4 (CHs-Acetyl), 25.6 (‘Bu-CHs), 62.2 (C-5'), 69.8 (C-4), 73.5 (C-2)),
82.3 (C-3), 88.1 (C-1’), 95.8 (C-5), 144.7 (C-6), 154.3 (C-4), 162.7 (C-2), 169.2
169.3, 171.1 (Cq-Acetyl).

HRMS (FAB): berechnet fir C21H33N30Si [M+H]: 484.2115, gefunden: 484.2132.
8.2.2.6. Synthese von N-4-Ac-2’,3’-O-Ac-Cytidin 109

Es wurden 1.50 g (3.10 mmol) 5’-O-TBDMS-N-4-Ac-2’,3’-O-Ac-Cytidin 108 in 20 mL
abs. THF geldst und mit 3.16 mL (3.12 g, 19.4 mmol) Triethylamin-Trihydrofluorid
sowie 2.15 mL (1.57 g, 15.5 mmol) Triethylamin versetzt. Die Reaktion wurde 4 h bei
Raumtemperatur gertuhrt. Nach Entfernung des Ldsungsmittels wurde das

Rohprodukt am Chromatotron mit Dichlormethan gereinigt.

NHAc
5(° >N
Ausbeute: 731 mg (1.98 mmol, 64 %) eines leicht gelblichen 6 | /&
Feststoffes; Summenformel: CisH19N3Os; Molgewicht: HO_ ., N0
369.33 g/mol; DC: R¢ (Dichlormethan /Methanol 9:1 v/v) —© T
0.38; 3'OAC oi

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 2.02, 2.05, 2.18 (je s, je 3H, je CHs-Acetyl),
3.78 (d, 1H, 2w = 11.5 Hz, H-5), 3.94 (dd, 1H, 24 = 11.5 Hz, H-5), 4.19-4.21 (m,
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1H, H-4’), 5.46 (dd, 1H, ®Jun = 5.1 Hz, Juy = 4.8 Hz, H-2'), 5.56 (dd, 1H, 3Jun = 5.1
Hz, Jun = 5.3 Hz, H-3’), 5.97 (d, 1H, %Juy = 4.8 Hz, H-1"), 7.38 (d, 1H, *Jun = 7.5 Hz,
H-5), 8.11 (d, 1H, %Jun = 7.5 Hz, H-6), 9.19 (s, 1H, NHAGC).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 20.3, 20.4 (CHs-Acetyl), 24.4 (CHz-Acetyl),
60.3 (C-5), 70.3 (C-4’), 73.3 (C-2'), 82.9 (C-3'), 88.0 (C-1’), 96.0 (C-5), 145.6 (C-6),
154.5 (C-4), 162.8 (C-2), 169.2 169.5, 171.3 (Cq-Acetyl).

HRMS (FAB): berechnet fur C1sH19N30g [M+H]: 370.1250, gefunden: 370.1273.
8.2.2.7. Synthese von 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-2"-desoxythymidin 98

2’-Desoxythymidin 97 (3.00 g, 12.4 mmol) wurde in einer Stickstoffatmosphare
mehrmals mit Pyridin coevaporiert und anschlieRend in 40 mL wasserfreiem Pyridin
gelést. Bei Raumtemperatur wurden 1.3 Aquivalente tert-Butyldimethylchlorsilan
(2.43 g, 16.1 mmol) portionsweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde Uber
Nacht bei Raumtemperatur gertuhrt und zum Abbruch der Reaktion mit 60 mL
Methanol versetzt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert,
danach wurde mehrmals mit Toluol codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr
vorhanden war. Anschlieiend wurde zweimal mit Dichlormethan coevaporiert. Der
Rickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel erneut im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde

aus 60 mL Benzol und wenig Essigester (15 mL) umkristallisiert.

Ausbeute: 3.00 g (8.42 mmol, 68 %) eines farblosen 7\5fiNH
Feststoffes; Summenformel: CigH2sN205Si; Mol- | 6 | 3&
gewicht: 356.49 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/ Sli‘o 5 N0
Methanol 9:1 v/v): 0.55; 4 1

B'OH o

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 0.11 (s, 6H, Silyl-CH3), 0.92 (s, 9H, ‘Bu-CHs),
1.91 (d, 3H, “Ju = 1.2 Hz, H-7), 2.06-2.13 (m, 1H, H-2’b), 2.37 (ddd, 1H, 2Jpy = 13.6
Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 2Jun = 5.8 Hz, H-2'a), 3.86 (ddd, 2H, 2Juy = 24.1 Hz, 3Jun = 2.8 Hz,
3Jun = 11.3 Hz, H-5), 4.04 (dt, 1H, 2Juy = 2.8 Hz, Jyy = 2.8 Hz, H-4’), 4.44-4.46 (m,
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1H, H-3’), 6.38 (dd, 1H, 2Jun = 8.3 Hz, 3Juy = 5.8 Hz, H-1"), 7.51 (q, 1H, *Jun = 1.2 Hz,
H-6), 8.83 (s, 1H, NH).

3C.NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCl3): -5.0 (Silyl-CH3), 12.7 (C-7), 18.5 (‘Bu-Cy), 26.1
(‘Bu-CHs), 41.3 (C-2), 63.7 (C-5'), 72.8 (C-3’), 85.1 (C-1’), 87.3 (C-4), 111.1 (C-5),
135.6 (C-6), 150.5 (C-2), 163.9 (C-4).

IR (KBr): v [cm™]: 3554, 3180, 2951, 2927, 2848, 1690, 1467, 1256, 1118, 834, 774.

8.2.2.8. Synthese von 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3°"-O-acetyl-2"-desoxy-
thymidin 99

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5.
Es wurden 2.80 g (7.85 mmol) 5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-2"-desoxythymidin 98,
geldst in 20 mL Pyridin und 0.740 mL (7.85 mmol) Essigsaureanhydrid eingesetzt.

@)
Ausbeute: 2.88 g (7.23 mmol, 92 %) eines farblosen 7 N
5

Feststoffes; Summenformel: C;gH3N2O6Si; Mol- | 6| ;&
gewicht: 398.53 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/ % Sli_o 5 5 oo
Methanol 9:1 v/v): 0.60; s 4

@)

=
'"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 0.12 (s, 6H,

Silyl-CHs), 0.92 (s, 9H, 'Bu-CHs), 1.92 (d, 3H, “Jun = 1.0 Hz, H-7), 2.09 (s, 3H, CHa-
Acetyl), 2.10-2.15 (m, 1H, H-2’b), 2.37-2.42 (m, 1H, H-2'a), 3.90 (d, 2H, 3Juy = 2.0
Hz, H-5), 4.08-4.09 (m, 1H, H-4’), 5.23 (d, 1H, 3Jun = 6.0 Hz, H-3'), 6.36 (dd, 1H,
3Jun = 5.3 Hz, 3Jun = 9.3 Hz, H-1'), 7.54 (q, 1H, “Ju1 = 1.0 Hz, H-6), 9.11 (s, 1H, NH).

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCI3): -4.6 (Silyl-CH3), 12.6 (C-7), 18.5 ('Bu-Cy), 21.1
(CHs-Acetyl), 26.0 (‘Bu-CHs), 38.1 (C-2’), 63.7 (C-5), 75.5 (C-3’), 84.7 (C-1’), 85.5
(C-4’), 111.4 (C-5), 135.1 (C-6), 150.6 (C-2), 163.9 (C-4), 170.8 (C,-Acetyl).

IR (KBr): v [cm™]: 3234, 3065, 2945, 2927, 2854, 1733, 1684, 1473, 1401, 1383,
1244, 828, 774.
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8.2.2.9. Synthese von 3’-O-Acetyl-2’-desoxythymidin 100

5°-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-3"-O-acetyl-desoxythymidin 99 (2.70 g, 6.78 mmol)
wurde bei Raumtemperatur in THF gelést, mit 1.5 Aquivalenten einer 1.0 M
Tetrabutylammoniumfluorid-Losung (10.2 mL, 10.2 mmol) versetzt und 1 h geruhrt.
Nach vollstandiger Reaktion wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel

(Essigester/Methanol 8:2 v/v) gereinigt.

0]
Ausbeute: 1.85 g (6.51 mmol, 96 %) eines farblosen \sf‘{\NH
Feststoffes; Summenformel: Ci2HsN2Os; Molgewicht: HO_ 6 NKO
284.27 g/mol; DC: R¢ (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.50; . :o: .
3' 2'
"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.92 (d, 3H, *Jup = 1.2 o>:o

Hz, H-7), 2.11 (s, 3H, CHs-Acetyl), 2.34-2.46 (m, 2H, H-2),

3.92-3.96 (m, 2H, H-5’), 4.09 (dt, 1H, *Juy = 2.5 Hz, %Juy = 2.5 Hz, H-4’), 5.35 (dt, 1H,
3Jun = 2.5 Hz, %3y = 5.0 Hz, H-3'), 6.24 (dd, 1H, *Juy = 8.2 Hz, Iy = 8.2 Hz, H-1)),
7.50 (q, 1H, *Jun = 1.2 Hz, H-6), 8.67 (s, 1H, NH).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 12.7 (C-7), 21.1 (CHs-Acetyl), 37.3 (C-2'), 62.8
(C-5'), 74.8 (C-3), 85.2 (C-4’), 86.0 (C-1), 111.6 (C-5), 136.3 (C-6), 150.5 (C-2),
163.6 (C-4), 170.9 (Cq-Acetyl).

MS(EI, m/z): ber.: 284 (M), gef.: 284 (M, 12 %), 193 (8), 159 (33), 126 (24), 99 (100),
69 (81), 43 (59).

IR (KBr): v [cm™]: 3469, 3198, 3108, 3065, 2945, 1709, 1660, 1250, 949, 786.

8.2.3. Synthese der Salicylalkoholderivate

8.2.3.1. Synthese von 5-Chlor-Salicylalkohol 67

Methode |: Die Durchfihrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Es wurden 1.00 g (5.79 mmol) 5-Chlor-Salicylsaure, geldst in 20 mL abs. THF, und
440 mg (11.6 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in 30 mL abs. THF,

eingesetzt.
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Methode 1I: In einer Stickstoffatmosphare wurden 2.50 g (14.5 mmol) 5-Chlor-
Salicylsaure in 10 mL abs. THF gelost und bei 0 °C mit 25 mL einer 1 M Boran-THF-
Komplexlosung (25.0 mmol) tropfenweise versetzt. Die Reaktionsldsung wurde Uber
Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Nach beendeter Reaktion wurde Uberschussiges
Hydrid durch Zugabe von Wasser zerstort. Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig
mit 3 N Natronlauge versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geruhrt. Anschliel3end
wurde bei 0°C mit verdunnter Essigsaure ein pH-Wert von 5-6 eingestellt und drei bis
funf Mal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tUber
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck

abdestilliert. Das Rohprodukt wurde aus 40 mL Benzol umkristallisiert.

Ausbeute: Methode I: 602 mg (3.80 mmol, 66 %) eines farblosen

Feststoffes; Methode 1l: 1.98 g (12.5 mmol, 86 %) eines Cl\s AL oH
farblosen Feststoffes Summenformel: C;H;CIO,; Molgewicht: \4©\/OT—|
158.58 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.55; 3

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 4.45 (d, 2H, 3Jun = 5.4 Hz, H-7), 5.11 (t, 1H,
3Jun = 5.4 Hz, Benzyl-OH), 6.76 (d, 1H, 3Jun = 8.7 Hz, H-3), 7.06 (dd, 1H, 3Juy = 8.6
Hz, “Jun = 2.8 Hz, H-4), 7.27 (d, 1H, *Jun = 2.8 Hz, H-6), 9.65 (s, 1H, Phenol-OH).

BC-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-d): 57.7 (C-7), 116.0 (C-3), 122.4 (C-1), 126.5
(C-6), 126.7 (C-4), 131.1 (C-5), 152.9 (C-2).

MS (El, m/z): ber.: 159 (M), gef.: 159 (M, 10 %), 158 (40), 142 (29), 140 (100), 114
(30), 112 (98), 77 (58), 51 (20), 40 (44).

IR (KBr): v [cm™]: 3427, 3162, 1618, 1503, 1485, 1431, 1407, 1274, 1184, 1112, 997,
882, 816, 653.

8.2.3.2. Synthese von 3-Methoxy-Salicylalkohol 69

Die Durchflhrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
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Es wurden 2.00 g (13.2 mmol) 3-Methoxy-Salicylaldehyd, gel6st in 30 mL abs. THF,
und 500 mg (13.2 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in 30 mL abs. THF,

eingesetzt.

6 7
Ausbeute: 1.24 g (8.05 mmol, 61 %) eines farblosen Feststoffes; ° O oH
Summenformel: CgH10O3; Molgewicht: 154.16 g/mol; DC: Rs ) 3 2 “OH
(Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.25; OMe

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.90 (s, 3H, OCHs), 4.75 (s, 2H, H-7), 6.01 (bs,
1H, Benzyl-OH), 6.83-6.88 (m, 3H, H-4, H-5, H-6).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 56.5 (OCHg), 62.3 (C-7), 110.8 (C-5), 120.2 (C-
6), 121.3 (C-4), 141.6 (C-3), 158.0 (C-2).

MS (EI, m/z): ber.: 154 (M), gef.: 154 (M, 2 %), 135 (100), 110 (12), 106 (99), 78
(10), 65 (59), 51 (24), 39 (11).

IR (KBr): v [cm™]: 3415, 3343, 3264, 2939, 2830, 1618, 1600, 1479, 1437, 1292,
1262, 1069, 1009, 882, 768, 732.

8.2.3.3. Synthese von 6-Fluor-Salicylalkohol 68

Die Durchfuhrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.

Es wurden 550 mg (3.50 mmol) 6-Fluor-Salicylsaure, gelost in 8 mL abs. THF, und
270 mg (7.00 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in 20 mL abs. THF,
eingesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) gereinigt.

F
Ausbeute: 430 mg (3.00 mmol, 86 %) eines farblosen Feststoffes; 5 6l 4 1
OH
Summenformel: C;H;FO,; Molgewicht: 142.13 g/mol; DC: Rs A
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.52; 3 % OH

'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 2.48 (s, 1H, Benzyl-OH), 4.99 (s, 2H, H-7), 6.59
(ddd, *Jun = 9.5 Hz, *Juy = 8.3 Hz, “Jue = 1.1 Hz, H-4), 6.66 (d, 1H, ®Juy = 8.3 Hz, H-
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3), 7.12 (ddd, 1H, 3Jun = 8.3 Hz, 3Jur = 8.3 Hz, *Juy = 6.6 Hz, H-5), 7.83 (br, 1H,
Phenol-OH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 51.5 (d, *Jcr = 5.1 Hz, C-7), 105.5 (d, 2Jcr =
22.4 Hz, C-5), 111.3 (d, *JcF = 2.0 Hz, C-3), 115.4 (d, 2Jcr = 18.3 Hz, C-4), 129.0 (d,
2Jcr = 11.2 Hz, C-1), 157.3 (d, ®Jcr = 8.1 Hz, C-2), 162.2 (d, 'Jcr = 243.1 Hz, C-6).

F.NMR: 5 [ppm] (471 MHz, CDCls): - 119.45 (dd, *Ju¢ = 10.0 Hz, *“J4r = 10.0 Hz).
MS (El, m/z): ber.: 142 (M), gef.: 142 (M, 54 %), 124 (76), 96 (100), 77 (5), 51 (5).

IR (KBr): v [cm™]: 3258, 1630, 1606, 1467, 1389, 1335, 1286, 1190, 1033, 973, 907,
786, 732, 689.

8.2.3.4. Synthese von 5-Nitro-Salicylalkohol 75

Methode |: Die Durchfihrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Es wurden 5.00 g (27.3 mmol) 5-Nitro-Salicylsaure, geldst in 30 mL abs. THF, und
2.07 g (54.6 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in 120 mL abs. THF,

eingesetzt. Mit dieser Methode liel3 sich jedoch kein Produkt isolieren.

Methode |I: Die Durchfuhrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Es wurden 3.00 g (15.2 mmol) 5-Nitro-Salicylsauremethyester 76, gelost in 30 mL
abs. THF, und 585 mg (15.4 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in 40 mL
abs. THF, eingesetzt. Mit dieser Methode liel® sich jedoch ebenfalls kein Produkt

isolieren.

Methode llI: Es wurden 3.00 g (21.6 mmol) 4-Nitrophenol in 30 mL Methanol gelost
und mit 1.33 g (23.7 mmol) KOH versetzt. Unter starkem Rihren wurden 5.30 mL
(1.95 g, 64.8 mmol) Formaldehyd als 37 %-ige wassrige Losung zugetropft und das
Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur 4d geruhrt. Die Reaktion wurde
dinnschichtchromatographisch (Methanol/ Dichlormethan 9:1 v:v) verfolgt. Da keine
Umsetzung erfolgte, wurde das Reaktionsgemisch anschlieBend 2 d refluxiert. Die
Reaktion wurde nicht aufgearbeitet, da in allen Fallen keine Umsetzung des Eduktes

beobachtet wurde.
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Methode 1V: Zu einer Lésung von 2.00 g (10.9 mmol) 5-Nitro-Salicylsaure in 60 mL
abs. THF wurden bei 0 °C 18.5 mL einer 1 M Boran-THF-Komplexlésung (18.5
mmol) tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Hydrid wurde durch Zugabe von Wasser
zerstort. Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig mit 3 N Natronlauge versetzt und
30 min bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlie®end wurde bei 0°C mit verdinnter
Essigsaure ein pH-Wert von 5-6 eingestellt und das Reaktionsgemisch wurde
mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol-

Gradient 0-5 %) gereinigt.

Methode V: Es wurden 2.00 g (12.0 mmol) 5-Nitro-Salicylaldehyd in 60 mL abs.
Ethanol geldst. Zu dieser Losung wurden 455 mg (12.0 mmol) Natriumborhydrid
gegeben und das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt.
Uberschissiges Natriumborhydrid wurde durch Zugabe von 1N Salzsdure (10 mL)
zerstort. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Ruckstand wurde in Methanol
aufgenommen und das Losungsmittel wurde erneut im Vakuum entfernt. Diese Co-
Destillation wurde insgesamt dreimal wiederholt. Das Rohprodukt wurde aus Wasser

umkristallisiert.
Ausbeute: Methode IV: 1.58 g (9.34 mmol, 86 %) eines gelb

6 7
kristallinen Feststoffes; Methode V: 1.46 g (8.64 mmol, 72 %) N8 X1y
eines gelben Feststoffes; Summenformel: C;H;NOy; 4 > oH
Molgewicht: 169.13 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol ’

9:1 v/v): 0.56;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 4.51 (s, 2H, H-7), 6.93 (d, 1H, 3y = 8.8 Hz,
H-3), 8.01 (dd, 1H, 3Jun = 8.8 Hz, “Jun = 2.8 Hz, H-4), 8.20-8.21 (m, 1H, H-6).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 57.5 (C-7), 114.7 (C-3), 122.7 (C-6), 124.0
(C-4), 130.3 (C-1), 139.7 (C-5), 160.5 (C-2).
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MS (EI, m/z): ber.: 169 (M), gef.: 169 (M, 73 %), 151 (100), 121 (8), 79 (38), 65 (42),
51 (31).

IR (KBr): v [cm™]: 3457, 3065, 1618, 1588, 1491, 1443, 1335, 1292, 1087, 985, 907,
870.

8.2.3.5. Synthese von 5-Nitro-Salicylsauremethylester 76

Es wurden 5.00 g (27.3 mmol) 5-Nitro-Salicylsdure in 70 mL Methanol gel6st und bei
0°C vorsichtig mit 15 mL konz. Schwefelsaure versetzt. Anschlielfend wurde die
Reaktionslésung 12 h unter Ruckfluss erhitzt, wobei sich ein farbloser Niederschlag
bildete. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und dann auf
ca. 200 mL Eiswasser gegossen. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mit

kaltem Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 528 g (26.8 mmol, 98 %) eines orange O
braunlichen  Feststoffes; Summenformel:  CgH/NOs; O2N<s N OCH,8
Molgewicht: 197.14 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 4 P om

9:1 v/v): 0.59;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.91 (s, 3H, OCHs), 7.15 (d, 1H, 3Jun = 8.7 Hz,
H-3), 8.32 (dd, 1H, 2Jun = 8.7 Hz, “Jun = 2.8 Hz, H-4), 8.55 (m, 1H, H-6), 10.01 (s,
1H, Phenol-OH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 51.4 (OCHj3), 116.7 (C-3), 124.9 (C-6), 129.0
(C-4), 130.8 (C-1), 140.0 (C-5), 160.5 (C-2), 165.9 (C=0).

MS (EI, m/z): ber.: 197 (M), gef.: 197 (M, 37 %), 165 (100), 137 (12), 84 (7), 61 (11),
42 (4).

IR (KBr): v [cm™]: 3402, 3067, 3043, 2940, 1662, 1439, 1355, 1210, 1138, 1106, 965,
820, 670.
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8.2.3.6. Synthese von 3-Brom-Salicylalkohol 81

In einer Dean-Stark-Apparatur mit Wasserabscheider wurden 12.5 mL ortho-
Bromphenol (20.4 g, 118 mmol), 17.2 g (141 mmol) Phenylboronsaure und zunachst
7.08 g (236 mmol) para-Formaldehyd in 250 mL Toluol aufgenommen. Anschliel3end
wurden 440 mL (4.38 g, 59.0 mmol) Propionsaure zugesetzt und das
Reaktionsgemisch unter Rulckfluss erhitzt. Alle zwei Stunden wurde das
Reaktionsgemisch leicht abgekihlt und weitere 2.0 Aq. para-Formaldehyd
(zusatzliche funf Portionen, insgesamt 42.5 g, 1.43 mol) zugesetzt. Die Reaktion
wurde dabei dinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlormethan/ Methanol 9:1
v/v). Nach vollstandigem Umsatz wurde das Reaktionsgemisch abgekuhlt und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rulckstand wurde in
Dichlormethan und Wasser aufgenommen und die Phasen wurden getrennt. Die
wassrige Phase wurde noch zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter NaHCOs;-Losung und Wasser
gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und das Rohprodukt (17.4 g Dioxaborinin 80) wurde als dunkelrotes Ol ohne
Reinigung weiter eingesetzt. Das Dioxaborinin 80 wurde in 65 mL THF geldst, auf
0°C abgekuhlt und vorsichtig mit 60 mL 30 %-iger H,O,-LOsung versetzt. Die
Reaktionslosung wurde noch 0.5 h bei Raumtemperatur gertuhrt und dann mit
Eiswasser auf das funffache Gesamtvolumen verdunnt. Die Losung wurde mehrmals
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dann mit
40 %-iger NaHSOs-Loésung gewaschen wund uber Na,SO, getrocknet. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt am Chromatotron mit

Dichlormethan gereinigt.

Ausbeute: 9.10 g (44.8 mmol, 38 %) eines leicht braunen ° OH
Feststoffes; Summenformel: C;H;BrO,; Molgewicht: 203.03 4 > 2 0H

g/mol; DC: R¢ (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.31; Br

'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 4.59 (s, 2H, H-7), 5.39 (s, 1H, Benzyl-OH),
6.78 (dd, 1H, *Juy = 7.9 Hz, %Jyy = 7.9 Hz, H-5), 7.26-7.28 (m, 1H, H-6), 7.38 (dd, 1H,
3Jun = 7.9 Hz, *Jun = 1.5 Hz, H-4), 9.12 (s, 1H, Phenol-OH).
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3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 59.5 (C-7), 110.6 (C-3), 120.9 (C-5), 126.5
(C-6), 130.8 (C-4), 150.8 (C-2).

MS(EI, m/z): ber.: 202 (M), gef.: 202 (M, 42 %), 184 (100), 156 (16), 105 (78), 77
(44), 51 (19), 39 (15).

IR (KBr): v [cm™]: 3397, 3337, 2927, 2860, 1600, 1455, 1329, 1238, 1226, 1118,
1021, 834, 750.

8.2.3.7. Synthese von 5-Brom-Salicylalkohol 70

Die Durchflhrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Es wurden 10.0 g (49.6 mmol) 5-Brom-Salicylaldehyd, gelost in 80 mL abs. THF, und
1.88 g (49.6 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in 120 mL abs. THF,

eingesetzt.

Ausbeute: 8.00 g (39.4 mmol, 79 %) eines gelben Feststoffes; gr.s5 5 1 L o

H
Summenformel: C;H;BrO,; Molgewicht: 203.03 g/mol; DC: Rs \4©\/\
(Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.31; 3 2 OH

'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 4.46 (d, 2H, *Juy = 5.7 Hz, H-7), 5.10 (t, 1H,
3Jun = 5.7 Hz, Benzyl-OH), 6.72 (d, 1H, 3Juy = 8.5 Hz, H-3), 7.19 (dd, 1H, 3Juy = 8.5
Hz, “Jun = 2.5 Hz, H-4), 7.27 (d, 1H, *Jun = 2.5 Hz, H-6), 9.66 (s, 1H, Phenol-OH).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 57.7 (C-7), 110.1 (C-5), 116.6 (C-3), 129.3
(C-6), 129.8 (C-4), 131.6 (C-1), 153.3 (C-2).

MS(EI, m/z): ber.: 202 (M), gef.: 202 (M, 49 %), 184 (100), 156 (49), 94 (14), 77 (76),
51 (25).

IR (KBr): v [cm™]: 3439, 3150, 1485, 1425, 1262, 1124, 997, 816.
8.2.3.8. Synthese von 5-Brom-Salicylalkoholisopropylidenacetal 82

5-Brom-Salicylalkohol 70 (6.00 g, 29.6 mmol) wurde in 120 mL wasserfreiem Aceton
gelost und mit 5.0 Aquivalenten 2,2-Dimethoxypropan (18.8 mL), 0.1 Aquivalenten
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(0.560 g, 2.96 mmol) para-Toluolsulfonsdure-Monohydrat sowie wasserfreiem
Natriumsulfat (12.0 g) versetzt. Die Reaktion wurde 3 d bei 40 °C geruhrt. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand wurde in
Ethylacetat und Wasser aufgenommen. Anschliellend wurden die Phasen getrennt
und die wassrige Phase wurde mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden einmal mit verdiinnter Natronlauge (1M) und einmal mit
Wasser gewaschen. Nach Trocknung Uber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel
ermneut am Rotationsverdampfer abkondensiert. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 4.83 g (19.9 mmol, 67 %) eines gelben Ols, welches Br 6 7

5 1
bei -20 °C fest vorliegt; Summenformel: CioH11BrOy; \4©\/\o
270 \

Molgewicht: 243.1 g/mol; DC: Rs (Dichlormethan): 0.58; 3

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 1.46 (s, 6H, Acetal-CHs), 4.81 (s, 2H, H-7),
6.75-6.77 (m, 1H, H-3), 7.29-7.32 (m, 2H, H-4, H-6).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 24.4 (Acetal-CHs), 59.6 (C-7), 99.7 (Acetal-
Cq), 111.5 (C-5), 118.7 (C-3), 122.1 (C-1), 127.8 (C-6), 130.7 (C-4), 150.0 (C-2).

MS(EI, m/z): ber.: 242 (M), gef.: 242 (M, 32 %), 184 (100), 156 (45), 77 (55), 51 (26).

IR (NaCl): v [em™]: 2987, 2933, 2854, 1751, 1594, 1497, 1407, 1377, 1268, 1130,
1075, 955, 852, 804, 689.

8.2.3.9. Synthese von 5-Formyl-Salicylalkoholisopropylidenacetal 83

Es wurden 4.70 g (19.3 mmol) 5-Brom-Salicylalkoholisopropylidenacetal 82 in
120 mL abs. THF geldst. Die Lésung wurde auf -78 °C abgekihlt und mit 2.0
Aquivalenten einer 1.6 M n-Butyllithium-Lésung (24.1 mL) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde 2 h bei -78 °C geruhrt. Anschlielend wurde bei -78 °C eine
Lésung aus 21.9 mL (20.7 g, 284 mmol) abs. N,N-Dimethylformamid in 21.9 mL abs.
THF tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde noch 45 Minuten bei -
78 °C gerlUhrt und dann auf Raumtemperatur erwarmt. Nach Zugabe von Wasser

und Diethylether (je 50 mL) wurden die Phasen getrennt. Die organische Phase
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wurde mehrmals mit Wasser gewaschen, die wassrige Phase mehrmals mit
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumchlorid-LOsung gewaschen und uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abkondensiert, das Rohprodukt wurde

am Chromatotron mit Petrolether gereinigt.

0]

Ausbeute: 3.42 g (17.8 mmol, 92 %) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: C11H:,03; Molgewicht: 192.21 H
g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.82;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.51 (s, 6H, Acetal-CHs), 4.92 (s, 2H, H-7),
6.98 (d, 1H, *Juy = 8.5 Hz, H-3), 7.67-7.68 (m, 1H, H-6), 7.73 (dd, 1H, 3Juy = 8.5 Hz,
4JHH = 2.0 Hz, H-4), 9.85 (s, 1H, Formyl-H).

B3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 24.5 (Acetal-CHs), 59.9 (C-7), 100.6
(Acetal-Cy), 117.2 (C-3), 120.1 (C-1), 127.4 (C-6), 129.2 (C-5), 129.9 (C-4), 156.1 (C-
2), 191.3 (Formyl-C).

MS(El, m/z): ber.: 192 (M), gef.: 192 (M, 48 %), 150 (25), 134 (100), 106 (75), 78
(41), 43 (20).

IR (KBr): v [cm™]: 2993, 2842, 2752, 1678, 1576, 1383, 1341, 1262, 1196, 1100,
1069, 864, 828, 683, 605.

8.2.3.10. Synthese von 5-Formyl-Salicylalkohol 84

Es wurden 2.00 g (10.4 mmol) 5-Formyl-Salicylalkoholisopropylidenacetal 83 in
35 mL Acetonitril und 15 mL Wasser geldst und mit einigen Tropfen rauchender
Salzsaure versetzt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit einem
HeiRluftfon ca. eine Minute zum Sieden erhitzt. Nach Zugabe von weiteren 20 mL
Wasser und 30 mL Dichlormethan wurden die Phasen getrennt. Die organische
Phase wurde funfmal mit Wasser extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen
wurden solange mit Ethylacetat extrahiert, bis dunnschichtchromatographisch kein

Produkt mehr in der wassrigen Phase detektierbar war. Die vereinigten organischen
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Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, nach Entfernung des Losungsmittels

am Rotationsverdampfer konnte das Produkt in reiner Form erhalten werden.

Ausbeute: 1.34 g (8.8 mmol, 85 %) eines gelblichen o
Feststoffes; Summenformel: CgHsO3; Molgewicht: 152.15
g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.48;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-d): 4.51 (s, 2H, H-7), 6.94 (d, 1H, Jun = 8.3 Hz,
H-3), 7.65 (dd, 1H, 3Juy = 8.3 Hz, “Juy = 2.2 Hz, H-4), 7.87-7.88 (m, 1H, H-6), 9.80 (s,
1H, Formyl-H).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 57.7 (C-7), 114.8 (C-3), 128.2 (C-5), 128.7
(C-6), 129.7 (C-1), 130.4 (C-4), 160.0 (C-2), 191.2 (Formyl-C).

MS(EI, m/z): ber.: 152 (M), gef.: 152 (M, 100%), 134 (97), 106 (60), 78 (63), 51 (31),
39 (23).

IR (KBr): v [cm™]: 3397, 1666, 1600, 1298, 1262, 1112, 991,
8.2.3.11. Synthese von 3,5-Dibrom-Salicylsdauremethylester 72

Es wurden 6.00 g (20.3 mmol) 3,5-Dibrom-Salicylsaure in 50 mL Methanol gel6st und
bei 0°C vorsichtig mit 10 mL konz. Schwefelsdure versetzt. AnschlieRend wurde die
Reaktionslésung 20 h unter Rickfluss erhitzt, wobei sich ein farbloser Niederschlag
bildete. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur abgekuhlt und dann auf
ca. 200 mL Eiswasser gegossen. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mit

kaltem Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 6.10 g (19.7 mmol, 97 %) eines farblosen g,
Feststoffes; Summenformel: CgHsBr,O3; Molgewicht: 309.94
g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.98 (s, 3H, OCH3), 7.81 (d, 1H, *Jun = 2.3 Hz,
H-4), 7.91 (d, 1H, *Juy = 2.3 Hz, H-6), 11.37 (s, 1H, Phenol-OH).
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BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 53.2 (OCHs), 110.9 (C-3), 112.5 (C-5), 114.6
(C-1), 131.7 (C-6), 141.1 (C-4), 157.5 (C-2), 169.3 (C=0).

MS(EI, m/z): ber.: 310 (M), gef.: 310 (M, 33 %), 278 (100), 250 (16), 197 (6), 143 (8),
62 (12), 40 (21).

IR (KBr): v [cm™]: 3421, 3077, 3053, 2951, 1672, 1437, 1323, 1238, 1196, 967, 683,
792.

8.2.3.12. Synthese von 3,5-Dibrom-Salicylalkohol 73

Die Durchflhrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.

Es wurden 6.00 g (19.4 mmol) 3,5 Dibrom-Salicylsauremethylester 72, geldst in
45 mL abs. THF, und 750 mg (19.8 mmol) Lithiumaluminiumhydrid, suspendiert in
75 mL abs. THF, eingesetzt. Abweichend von der AAV 1 war zur Phasentrennung

die Sattigung der wassrigen Phase mit Natriumchlorid erforderlich.

Ausbeute: 3.33 g (11.8 mmol, 61 %) eines gelben Feststoffes; Br
Summenformel: C;HgBr,O2; Molgewicht: 281.93 g/mol; DC: R¢
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.57;

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 4.53 (s, 2H, H-7), 5.46 (s, 1H, Benzyl-OH),
7.42 (d, 1H, “Jun = 2.5 Hz, H-6), 7.58 (d, 1H, *Jun = 2.5 Hz, H-4), 9.42 (s, 1H, Phenol-
OH).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 58.6 (C-7), 111.2 (C-3), 111.7 (C-5), 129.0
(C-6), 132.2 (C-4), 133.8 (C-1), 150.1 (C-2).

MS(EI, m/z): ber.: 282 (M), gef.: 282 (M, 28 %), 264 (100), 236 (15), 183 (26), 155
(21), 75 (12), 63 (12), 39 (8).

IR (KBr): v [cm™]: 3433, 1455, 1148, 1009, 858, 683.
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8.2.4. Synthese der Phosphoramidite

8.2.4.1. Synthese von Dichlor-N,N-diisopropylphosphoramidit 129

Zu einer LOsung aus 21.0 mL (147 mmol) N,N-Diisopropylamin in 40 mL abs.
Diethylether wurden bei -10 °C 7.70 mL (88.0 mmol) frisch destilliertes
Phosphortrichlorid, gelost in 10 mL abs. Diethylether, Uber einen Zeitraum von 40
Minuten zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde anschlielRend auf Raumtemperatur
erwarmt und Uber Nacht bei dieser Temperatur gerthrt. Der Niederschlag wurde
unter Schutzgas mittels Umkehrfritte abfiltriert, das Losungsmittel wurde im Vakuum

entfernt. Der Riickstand wurde bei 50°C im Olpumpenvakuum destilliert.

Ausbeute: 12.8 g (63.3 mmol, 72 %) eines leicht gelblichen Ols; Cl\ >\

/

Summenformel: CsH14CI,NP; Molgewicht: 202.06 g/mol; Cl 7»

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.28 (d, 12H, 3Jun = 6.8 Hz, 2 x Isopropyl-CHa),
3.88-3.97 (m, 2H, 2 x Isopropyl-CH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 23.3 (d, *Jcp = 9.1 Hz, Isopropyl-CHs), 48.1 (d,
2Jcp = 14.1 Hz, Isopropyl-CH).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (202 MHz, CDCls): 169.7.

8.2.4.2. Synthese von 5-Nitro-cycloSaligenylphosphoramidit 130

In einer Stickstoffatmosphare wurden 460 mg (2.72 mmol) 5-Nitro-Salicylalkohol 75
in 10 mL abs. Diethylether gelost und auf -20 °C gekuhlt. Zu dieser Losung wurden
620 pL (3.26 mmol) Dichlor-N,N-diisopropylphosphoramidit 129 zugefugt. Das
Reaktionsgemisch wurde 10 Minuten bei -20 °C gerlhrt, dann wurden innerhalb von
2 Stunden 880 pL (6.26 mmol) Triethylamin zugetropft. Es wurde auf
Raumtemperatur erwdrmt und noch 2 Stunden geruhrt. Das Reaktionsgemisch
wurde Uber Nacht bei -20 °C gelagert, anschlielend wurde unter Schutzgas mittels
einer Umkehrfritte filtriert. Der Niederschlag wurde zweimal mit Diethylether

gewaschen, das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
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Ausbeute: 704 mg eines noch verunreinigten gelben O,N

6 7
5 1
Feststoffes; Summenformel: Cq3HgN,O4P; Mol- :@f\i J\

gewicht: 298.27 g/mol;

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 1.28 (d, 12H, 3Jun = 6.8 Hz, 2 x Isopropyl-CHs),
3.59-3.65 (m, 2H, 2 x Isopropyl-CH), 4.87-4.97 (m, 1H, H-7), 5.22 (dd, 1H, 2Jun =
14.8 Hz, 3Jup = 4.5 Hz, H-7), 6.93-6.95 (m, 1H, H-3), 7.92-7.93 (m, 1H, H-4), 8.07-
8.10 (m, 1H, H-6).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 19.0 (Isopropyl-CHs), 47.5 (Isopropyl-CH), 64.7
(C-7), 118.9 (C-3), 124.5 (C-4), 125.0 (C-6), 129.7 (C-1), 140.5 (C-5), 153.9 (C-2).

3P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 142.5.

8.2.4.3. Synthese von bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit 188

Unter Schutzgas wurden 2.20 g (20.3 mmol) Benzylalkohol in 25 mL abs.
Diethylether gelost und mit 2.81 mL (20.3 mmol) Triethylamin versetzt. Diese
Reaktionslosung wurde tropfenweise zu einer auf -78 °C gekuhlten Losung aus
2.06 g (10.2 mmol) Dichlor-N,N-diisopropylphosphoramidit 129 in 40 mL abs.
Diethylether gegeben. Es wurde auf Raumtemperatur erwarmt und noch 2 Stunden
geruhrt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und zweimal mit Diethylether gewaschen.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde am

Chromatotron mit Petrolether/Ethylacetat 3:2 v/v gereinigt.

Ausbeute: 1.45 g (420 mmol, 41 %) eines farblosen Ols; BnO( )\

Summenformel: CxH2sNO2P; Molgewicht: 345.42 g/mol; DC: BnO’ 7»
R¢ (Petrolether/ Ethylacetat 3:2): 0.71;

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, CDCls): 1.12 (d, 12H, 3Jun = 6.8 Hz, 2 x Isopropyl-CHa),
3.60-3.71 (m, 2H, 2 x Isopropyl-CH), 4.62 (dd, 2H, 23 = 12.6 Hz, 3Jup = 8.2 Hz, 2 x
Benzyl-CH,), 4.72 (dd, 2H, 2Jun = 12.6 Hz, Jpp = 8.2 Hz, 2 x Benzyl-CH,), 7.14-7.35
(m, 10H, Aryl-H).
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BC-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 24.7 (2 x Isopropyl-CHs), 24.8 (2 x Isopropyl-
CHs), 43.2, 43.3 (Isopropyl-CH), 65.4, 65.6 (Benzyl-CH,), 127.1, 127.3, 127.7, 127.9
(Aryl-CH), 139.2, 139.3 (Aryl-Cy,).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (202 MHz, CDCls): 148.9.
8.2.5. Synthese der cycloSaligenylchlorphosphite

8.2.5.1. Synthese von 5-Brom-Saligenylchlorphosphit 85

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2. Es
wurden 1.50 g (7.39 mmol) 5-Brom-Salicylalkohol 70, 770 pL (1.22 g, 8.87 mmol)
Phosphor(lll)-chlorid, 1.37 mL (1.34 g, 17.0 mmol) abs. Pyridin, geldst in 5.0 mL abs.
Diethylether, und 30 mL abs. Diethylether eingesetzt.

Ausbeute: 1.35 g eines noch verunreinigten gelben Ols als gr_ 5 5 ; T

@)
Gemisch von 2 Enantiomeren; Summenformel: C;HsBrCIO,P; \4©\/\IID
2>07 ™cl

Molgewicht: 267.44 g/mol; 3

"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.00 (dd, 1H, 2Jun = 14.2 Hz, 2Jyp = 9.7 Hz, H-
7), 5.41 (dd, 1H, 23y = 14.2 Hz, *Jyp = 2.5 Hz, H-7), 6.88 (d, 1H, *Juy = 7.0 Hz, H-3),
7.13 (d, 1H, *Jun = 1.7 Hz, H-6), 7.38 (dd, 1H, 2Jun = 7.0 Hz, “Jun = 1.7 Hz, H-4).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (202 MHz, CDCls): 140.3.

8.2.5.2. Synthese von 5-Chlor-Saligenylchlorphosphit 86

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2 durchgefuhrt. Es
wurden 1.33 g (8.37 mmol) 5-Chlor-Salicylalkohol 67, 880 pL (1.56 g, 10.0 mmol)
Phosphor(lll)-chlorid, 1.55 mL (1.52 g, 19.3 mmol) abs. Pyridin, geldst in 5.0 mL abs.
Diethylether, und 25 mL abs. Diethylether eingesetzt. Das Rohprodukt wurde mittels
Kugelrohrdestillation (Kp.: 130 °C, 0.1 mbar) gereinigt.
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Ausbeute: 0.785 g (3.52 mmol, 42 %) eines farblosen Ols Cls 8 4 T
als Gemisch von 2 Enantiomeren; Ausbeute Summen- \©f\?

4 _P
formel: C;H5CI,O,P; Molgewicht: 222.99 g/mol; 2>07 ™cl

"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 4.98 (dd, 1H, 2Jun = 14.4 Hz, *Jup = 9.6 Hz, H-
7), 5.41 (dd, 1H, 2Juy = 14.4 Hz, *Jyp = 2.4 Hz, H-7), 6.92 (d, 1H, *Juy = 8.6 Hz, H-3),
6.98 (d, 1H, *Jun = 2.5 Hz, H-6), 7.22 (dd, 1H, 3Jun = 8.6 Hz, “Jun = 2.5 Hz, H-4).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 60.7 (d, 2Jcp = 2.5 Hz, C-7), 121.3 (d, 3Jcp =
2.1 Hz, C-3), 122.8 (C-4), 125.7 (C-6), 129.3 (C-5), 130.5 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, C-1),
144.8 (d, 2Jcp = 7.1 Hz, C-2).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (202 MHz, CDCls): 140.3.
8.2.5.3. Synthese von 3-Methoxy-Saligenylchlorphosphit 87

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2. Es
wurden 1.00 g (6.48 mmol) 3-Methoxy-Salicylalkohol 69, 682 pL (1.07 g, 7.78 mmol)
Phosphor(lll)-chlorid, 1.20 mL (1.18 g, 14.9 mmol) abs. Pyridin, geldst in 5.0 mL abs.
Diethylether, und 30 mL abs. Diethylether eingesetzt.

6 7
Ausbeute: 1.10 g eines noch verunreinigten hellgelben Ols als 5 1 (ID
Gemisch von 2 Enantiomeren; Summenformel: CgHgCIOsP; * 2 O/P"'”Cl
Molgewicht: 218.57 g/mol; OMe

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCl;): 3.85 (s, 3H, OCHas), 4.97 (dd, 1H, 23y = 14.2
Hz, 3Jup = 9.6 Hz, H-7), 5.40 (dd, 1H, 2Juy = 14.2 Hz, 3Jup = 2.3 Hz, H-7), 6.55 (d,
1H, 3Jun = 7.8 Hz, H-6), 6.84 (d, 1H, 3Juy = 8.2 Hz, H-4), 7.01-7.03 (m, 1H, H-5).

3P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 141.1.
8.2.5.4. Synthese von 6-Fluor-Saligenylchlorphosphit 88

Die Durchflhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2. Es
wurden 400 mg (2.81 mmol) 6-Fluor-Salicylalkohol 68, 294 yL (386 mg, 3.37 mmol)



Experimenteller Teil 144

Phosphor(lll)-chlorid, 522 uL (511 mg, 6.46 mmol) abs. Pyridin, geldst in 2.0 mL abs.
Diethylether, und 20 mL abs. Diethylether eingesetzt.

F
Ausbeute: 340 mg eines noch verunreinigten leicht gelblichen 6l , 7
Ols als Gemisch von 2 Enantiomeren; Summenformel: j ?
/P"ln
C7HsCIFO2P; Molgewicht: 206.54 g/mol; 7 20 Cl

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.19 (dd, 2Ju = 15.0 Hz, 3Jup = 9.6 Hz, H-7),
5.34 (dd, 23y = 15.0 Hz, 3Jue = 2.5 Hz, H-7), 6.80 (d, 1H, 3Juy = 8.4 Hz, H-3), 6.84
(dd, TH, *Jn = 9.0 Hz, *Jus = 8.4 Hz, H-4), 7.20-7.24 (m, 1H, H-5).

YF-NMR: 3 [ppm] (188 MHz, CDCls): - 119.16 (dd, Jur = 7.7 Hz, *Jur = 7.5 Hz).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (202 MHz, CDCl3): 138.6.

8.2.5.5. Synthese von 3,5-Dibrom-Saligenylchlorphosphit 89

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2. Es
wurden 1.00 g (3.55 mmol) 3,5-Dibrom-Salicylalkohol 73, 370 pyL (585 mg, 4.62
mmol) Phosphor(lll)-chlorid, 660 uL (646 mg, 8.17 mmol) abs. Pyridin, geldst in
5.0 mL abs. Diethylether, und 30 mL abs. Diethylether eingesetzt.

Ausbeute: 750 mg eines noch verunreinigten gelben Ols als Br
Gemisch von 2 Enantiomeren; Summenformel:
C7H4Br,CIO2P; Molgewicht: 346.34 g/mol;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 4.96-4.98 (m, 1H, H-7), 5.39-5.41 (m, 1H, H-7),
7.10-7.13 (m, 1H, H-6), 7.66-7.70 (m, 1H, H-4).

3P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 140.7.
8.2.5.6. Synthese von 5-Nitro-Saligenylchlorphosphit 90

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2 durchgefihrt. Es
wurden 2.70 g (16.0 mmol) 5-Nitro-Salicylalkohol 75, 1.70 mL (2.64 g, 19.2 mmol)
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Phosphor(lll)-chlorid, 3.00 mL (2.91 g, 36.8 mmol) abs. Pyridin, geldst in 7.0 mL abs.
Diethylether, und 40 mL abs. Diethylether eingesetzt.

Ausbeute: 2.20 g eines noch verunreinigten orangefarbenen ON_5 A o
Ols als Gemisch von 2 Enantiomeren; Summenformel: :@f\é
C7H5sCINO4P; Molgewicht: 233.55 g/mol; 3

"H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 4.78 (dd, 1H, 2Juy = 14.2 Hz, 2Jyp = 9.6 Hz, H-
7), 4.81 (dd, 1H, 2Juy = 14.2 Hz, 3J4p = 2.6 Hz, H-7), 5.98 (d, 1H, 3Juy = 8.6 Hz, H-3),
8.10 (d, 1H, *Jun = 2.0 Hz, H-6), 8.22 (dd, 1H, 3Jun = 8.6 Hz, *Jun = 2.0 Hz, H-4).

3P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 140.7.

8.2.5.7. Synthese von 3-Brom-Saligenylchlorphosphit 91

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2 durchgefihrt. Es
wurden 1.2 g (5.91 mmol) 3-Brom-Salicylalkohol 81, 620 pL (974 mg, 7.09 mmol)
Phosphor(lll)-chlorid, 1.10 mL (1.08 g, 13.6 mmol) abs. Pyridin, gelost in 4.0 mL abs.
Diethylether, und 25 mL abs. Diethylether eingesetzt.

Ausbeute: 1.05 g eines noch verunreinigten gelben Ols als 5 P o

Gemisch von 2 Enantiomeren; Summenformel: C;HsBrCIO,P; 4 Fl’m

Molgewicht: 267.44 g/mol; SB 20 c
"

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 4.96-5.02 (m, 1H, H-7), 5.38-5.44 (m, 1H, H-7),
6.93-6.95 (m, 1H, H-6), 6.98 (dd, 1H, 3Juy = 7.5 Hz, 3Juy = 7.5 Hz, H-5), 7.50-7.53
(m, 1H, H-4).

¥P-NMR: 5 [ppm] (202 MHz, CDCls): 141.3.

8.2.6. Synthese der cycloSal-Phosphorchloridate

8.2.6.1. Synthese von 5-Chlor-Salicylphosphorchloridat 92

Methode |: 5-Chlor-Saligenylchlorphosphit 86 (3.16 g, 11.4 mmol) wurde unter
Schutzgas in 11.4 mL abs. Toluol gelost. Das Reaktionsgemisch wurde uber Nacht
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mit leichtem O,-Uberdruck bei Raumtemperatur reduziert. Die Entstehung des 5-
Chlor-Salicylphosphorchloridats 92 wurde durch *'P-NMR-Spektroskopie bestatigt,
das Produkt wurde als Losung in Toluol weiter umgesetzt.

Methode II: Die Reaktion wurde gemaR der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 3
durchgefiihrt. Es wurden 3.00 g (18.9 mmol) 5-Chlor-Salicylalkohol 67, 1.90 mL (3.19
g, 20.8 mmol) Phosphorylchlorid, 5.78 mL (4.21 g, 41.6 mmol) Triethlyamin und,
abweichend von der AAV 3, 60 mL abs. Diethylether als Losungsmittel verwendet.
Die  Aufreinigung des Rohproduktes am  Chromatotron erfolgte  mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v.

Ausbeute: Methode Il: 3.63 g (15.2 mmol, 81 %) eines leicht ¢ 6 !

5 1
0]
gelblichen  Feststoffes; Summenformel:  C;Hs5Cl,03P; \4©\/\F|’,/O
207 cl

Molgewicht: 238.99 g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 3
2:1 viv): 0.74;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 5.43-5.48 (m, 2H, H-7), 7.07 (d, 1H, 3Ju = 8.8
Hz, H-3) 7.12-7.13 (m, 1H, H-6), 7.34 (d, 1H, Jun = 8.8 Hz, H-4).

3C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCls): 69.9 (d, 2Jcp = 8.2 Hz, C-7), 121.0 (C-5), 121.1
(C-3), 125.6 (C-6), 130.8 (C-4), 131.3 (C-1), 147.8 (C-2).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, CDCls): -6.66.

HRMS (FAB): berechnet fur C;HgCl,O3P [M+H]: 238.9432, gefunden: 238.9432.
8.2.6.2. Synthese von 5-Nitro-Salicylphosphorchloridat 94

Die Reaktion wurde gemaf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 3 durchgeflihrt. Es
wurden 1.50 g (8.87 mmol) 5-Nitro-Salicylalkohol 75, 893 pL (1.50 g, 9.76 mmol)
Phosphorylchlorid, 2.70 mL (1.97 g, 19.5 mmol) Triethlyamin und 30 mL abs. THF
verwendet. Die Aufreinigung des Rohproduktes am Chromatotron erfolgte mit
Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v.
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Ausbeute: 1.62 g (6.49 mmol, 73 %) eines gelben O,N 6 7

5 1
Feststoffes; Summenformel: C;HsCINOsP; Molgewicht: :@E\E”O
3>~ 207 Tal

249.55 g/mol; DC: Rt (Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v): 0.80;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.57-5.62 (m, 2H, H-7), 7.26-7.31 (m, 1H, H-3)
8.11 (d, 1H, 33y = 2.5 Hz, H-4), 8.28-8.30 (m, 1H, H-6).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 69.7 (d, 2Jcp = 8.4 Hz, C-7), 121.0 (C-3), 121.9
(C-4), 122.0 (C-6), 126.4 (C-1), 139.7 (C-5), 153.0 (C-2).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -7.33.

8.2.6.3. Synthese von Salicylphosphorchloridat 95

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 3 durchgefuhrt. Es
wurden 1.00 g (8.06 mmol) Salicylalkohol, 810 uL (1.36 g, 8.86 mmol)
Phosphorylchlorid, 2.45 mL (1.79 g, 17.7 mmol) Triethlyamin und 25 mL abs. THF
verwendet. Die Aufreinigung des Rohproduktes am Chromatotron erfolgte mit
Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v.

6
Ausbeute: 1.39 g (6.80 mmol, 84 %) eines farblosen . ( 05
Feststoffes; Summenformel: C;HsCIO3P; Molgewicht: 4©2\/\/'|3//
204.55 g/mol; DC: Rt (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.59;

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.44-5.53 (m, 2H, H-7), 7.09-7.14 (m, 2H, H-3,
H-5) 7.21-7.25 (m, 1H, H-4), 7.35-7.39 (m, 1H, H-6).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 70.3 (d, 2Jcp = 8.1 Hz, C-7), 119.2 (C-1), 119.3
(d, 3Jcp = 9.6 Hz C-3), 125.3 (C-5), 125.6 (C-6), 130.4 (C-4), 149.0 (d, %Jcp = 8.8 Hz

C-2).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, CDCls): -5.98.
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8.2.6.4. Synthese von 5-Formyl-Salicylphosphorchloridat 96

Die Reaktion wurde gemaf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 3 durchgeflihrt. Es
wurden 500 mg (3.29 mmol) 5-Formyl-Salicylalkohol 84, 330 uL (555 mg, 3.62 mmol)
Phosphorylchlorid, 1.00 mL (733 mg, 7.24 mmol) Triethlyamin und 15 mL abs. THF
verwendet. Die Aufreinigung des Rohproduktes am Chromatotron erfolgte mit

Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v.

Ausbeute: 705 mg (3.03 mmol, 92 %) eines gelben
Feststoffes; Summenformel: CgHsCIO4P; Molgewicht:
232.56 g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.70;

'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCl3): 5.56-5.58 (m, 2H, H-7), 7.26-7.29 (m, 1H, H-3)
7.70-7.73 (m,1H, H-4), 7.89-7.93 (m, 1H, H-6), 9.98 (s, 1H, Formyl-H).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 70.9 (d, ?Jcp = 8.4 Hz, C-7), 118.5 (C-3), 123.7
(C-6), 124.1 (C-1), 124.3 (C-5), 128.8 (C-4), 146.8 (C-2), 180.4 (Formyl-C).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, CDCls): -6.77.
8.2.7. Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

8.2.7.1. Synthese von 6-Fluor-cycloSal-3’OAcdT-monophosphat 110

Die Durchflihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).

Es wurden 284 mg (1.00 mmol) 3’-O-AcdT 100, 413 mg (2.00 mmol) noch
verunreinigtes 6-Fluor-Saligenylchlorphosphit 88, gelost in 3 mL abs. Acetonitril,
340 uL (259 mg, 2.00 mmol) DIPEA, 618 pL einer 5.5 M Losung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan (497 mg, 3.40 mmol) und 20 mL abs. Acetonitril
eingesetzt.

(0]
F
6l 4 [ a7 4 NH
Ausbeute: 183 mg (0.390 mmol, 39 %) einer 5 5 6| 3&
farblosen Watte als Gemisch von 2 4 07 <O 5' N ©
3 O
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; 4 k J v
3 2!
Summenformel: C49H20FN2OgP; Molgewicht: O
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470.34 g/mol; DC: R¢ (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.58;

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 1.72 (d, 1 x 3H, 3Jun = 0.8 Hz, Thymin H-7),
1.75 (d, 1 x 3H, 3Jhn = 0.8 Hz, Thymin H-7), 2.04 (s, 1 x 3H, 1 x CHs-Acetyl), 2.05 (s,
1 x 3H, 1 x CH3-Acetyl), 2.24-2.38 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.14-4.16 (m, 2 x 1H, 2 x H-
4’), 4.31-4.44 (m, 2 x 2H, 2 x H-2’), 5.16 (dd, 2 x 1H, ®Jun = 6.4 Hz, *Jny = 2.8 Hz, 2 x
H-3’), 5.42-5.55 (m, 2 x2H, 2 x Benzyl H-7), 6.13-6.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 7.16-7.18
(m, 2 x 1H, 2 x Aryl H-3), 7.41-7.42 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl H-6, 2 x Thymin H-6), 7.46-
7.49 (m, 2x 1H, 2 x Aryl H-4), 11.36 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 12.6 (2 x Thymin C-7), 20.8 (2 x CHa-
Acetyl), 35.6, 35.4 (C-2’), 67.7, 67.6 (d, 2Jcp = 2.1 Hz, C-5’), 67.9 (d, 2Jcp = 7.9 Hz, 2
x Benzyl C-7), 73.3 (2 x C-3’), 81.4 (2 x C-1’), 84.1 (d, *Jcp = 7.5 Hz, 2 x C-4), 110.0
(2 x Thymin C-5), 120.1 (2 x Aryl C-3), 126.0 (2 x Aryl C-6), 129.6 (2 x Aryl C-4),
130.1 (2 x Aryl C-5), 135.7, 135.8 (Thymin C-6), 152.7 (2 x Aryl C-2), 153.2 (2 x
Thymin C-2), 163.6 (2 x Thymin C-4), 172.3, 172.5 (C4-Acetyl).

¥P-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -8.96, -9.07.
HRMS (ESI): berechnet fiir C1oH20FKN2O1gP [M+K]: 509.0528, gefunden: 509.0535.

IR (KBr): v [cm™]: 3475, 3186, 3071, 2830, 1708, 1473, 1358, 1298, 1238, 1117,
1027, 937, 870, 822, 726, 612, 556.

8.2.7.2. Synthese von 5-Chlor-cycloSal-3’0OAcdT-monophosphat 111

Methode |: Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(l). Es wurden 900 mg (3.17 mmol) 3’-O-AcdT 100, 1.40 g (6.34 mmol)
destilliertes 5-Chlor-Saligenylchlorphosphit 86, geldést in 8 mL abs. Acetonitril,
1.08 mL (819 mg, 6.34 mmol) DIPEA, 1.96 mL einer 5.5 M Losung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan (1.58 g, 10.8 mmol) und 50 mL abs. Acetonitril

eingesetzt.

Methode |I: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(ll). Es wurden 11.4 mmol (1.2 M in Toluol) 5-Chlor-Salicylphosphorchloridat
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92, 1.80 g (6.30 mmol) 3’-O-AcdT 100 und 25 mL abs. Pyridin verwendet. Die
Reaktion wurde 9 h bei -40 °C gerlhrt.

Methode llI: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(lll). Es wurden 100 mg (0.420 mmol) 5-Chlor-Salicylphosphorchloridat 92,
80 mg (0.280 mmol) 3’-O-AcdT 100, 57 mg (0.840 mmol) Imidazol und 4 mL Dioxan
eingesetzt. Die Reaktion wurde 12 h bei 50 °C geruhrt.

Ausbeute: Methode I: 847 mg (1.74 mmol,
55 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 2 CI\8 A o %NH
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Methode |I: j@f\/llf(o 5 ° N/go
1.91 g (3.92 mmol, 62 %): Methode Ill: 71 mg s 29 © 4-i°§1-

3 2'

(0.146 mmol, 52 %); Summenformel: 0
C19H20CIN2OgP; Molgewicht: 486.80 g/mol; >:O
DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51;

"H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 1.72 (d, 1 x 3H, 3Juy = 0.8 Hz, Thymin H-7),
1.75 (d, 1 x 3H, 33 = 0.8 Hz, Thymin H-7), 2.04 (s, 1 x 3H, 1 x CHz-Acetyl), 2.05 (s,
1 x 3H, 1 x CHs-Acetyl), 2.24-2.38 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.14-4.16 (m, 2 x 1H, 2 x H-
4), 4.31-4.44 (m, 2 x 2H, 2 x H-2"), 5.16 (dd, 2 x 1H, 3y = 6.4 Hz, *Jun = 2.8 Hz, 2 x
H-3'), 5.42-5.55 (m, 2 x2H, 2 x Benzyl H-7), 6.13-6.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 7.16-7.18
(M, 2 x 1H, 2 x Aryl H-3), 7.41-7.42 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl H-6, 2 x Thymin H-6), 7.46-
7.49 (m, 2 x 1H, 2 x Aryl H-4), 11.36 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 12.6 (2 x Thymin C-7), 20.8 (2 x CHa-
Acetyl), 35.6, 35.4 (C-2'), 67.7, 67.6 (d, 2Jcp = 2.1 Hz, C-5), 67.9 (d, 2Jcp = 7.9 Hz, 2
x Benzyl C-7), 73.3 (2 x C-3"), 81.4 (2 x C-1'), 84.1 (d, *Jcp = 7.5 Hz, 2 x C-4), 110.0
(2 x Thymin C-5), 120.1 (2 x Aryl C-3), 126.0 (2 x Aryl C-6), 129.6 (2 x Aryl C-4),
130.1 (2 x Aryl C-5), 135.7, 135.8 (Thymin C-6), 152.7 (2 x Aryl C-2), 153.2 (2 x
Thymin C-2), 163.6 (2 x Thymin C-4), 172.3, 172.5 (Cq-Acetyl).

¥P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -8.96, -9.07.

HRMS (FAB): berechnet flr C19H21CIN2OgP [M+H]: 487.0673, gefunden: 487.0692.
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IR (KBr): v [cm™]: 3475, 3186, 3071, 2830, 1708, 1473, 1358, 1298, 1238, 1117,
1027, 937, 870, 822, 726, 612, 556.

8.2.7.3. Synthese von 3,5-Dibrom-cycloSal-3’-OAcdT-monophosphat 112

Die Durchflihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).

Es wurden 308 mg (1.08 mmol) 3’-O-AcdT 100, 750 mg (2.16 mmol) noch
verunreinigtes 3,5-Dibrom-Saligenylchlorphosphit 89, gelost in 4 mL abs. Acetonitril,
370 L (279 mg, 2.16 mmol) DIPEA, 430 pL einer 5.5 M Ldsung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan (345 mg, 2.36 mmol) und 25 mL abs. Acetonitril

eingesetzt.
Ausbeute: 264 mg (0.433 mmol, 40 %) einer o
farblosen Watte als Gemisch von 2 }flk
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Summen- 6] 6
formel: C19H19Br,N2OgP; Molgewicht: 610.14 '

g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1
v/v): 0.55;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 1.73 (d, 1 x 3H, 2Juy = 0.9 Hz, Thymin H-7),
1.75 (d, 1 x 3H, 2Juy = 0.9 Hz, Thymin H-7), 2.04 (s, 1 x 3H, 1 x CHs-Acetyl), 2.05 (s,
1 x 3H, 1 x CHs-Acetyl), 2.24-2.29 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.16-4.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-
4), 4.32-4.43 (m, 2 x 2H, 2 x H-2'), 5.15-5.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-3'), 5.43-5.60 (m, 2
x2H, 2 x Benzyl H-7), 6.13-6.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 7.46 (d, 1 x 1H, *Jus = 1.2 Hz,
1 x Aryl H-6), 7.49 (d, 1 x 1H, *Ju = 1.2 Hz, 1 x Aryl H-6), 7.58-7.59 (m, 2 x 1H, 2 x
Aryl H-4), 7.96 (m, 2 x 1H, 2 x Thymin H-6), 11.38 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 12.0 (2 x Thymin C-7), 20.7 (2 x CHa-
Acetyl), 35.4 (2 x C-2'), 67.8 (d, 2Jop = 7.4 Hz, 2 x C-5), 67.9 (d, 2Jep = 6.6 Hz, 2 x
Benzyl C-7), 73.2 (2 x C-3"), 81.3 (d, 2Jcp = 7.4 Hz, 2 x C-4’), 84.1 (C-1"), 109.9 (2 x
Thymin C-5), 116.4 (2 x Aryl C-3), 123.3 (2 x Aryl C-5), 124.8, 124.9 (Aryl C-1), 128.5
(2 x Aryl C-6), 132.4 (2 x Aryl C-2), 134.8 (2 x Aryl C-4), 135.6, 135.8 (Thymin C-6),
150.3 (2 x Thymin C-2), 163.6 (2 x Thymin C-4), 170.0 (2 x Cq-Acetyl).
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¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -10.20, -10.29.

MS (FAB): berechnet fur C19H20BroN,OgP [M+H]: 611.2, gefunden: 611.4.

8.2.7.4. Synthese von 3-Methoxy-cycloSal-3’-OAcdT-monophosphat 113

Die Durchflhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).

Es wurden 423 mg (1.49 mmol) 3’-O-AcdT 100, 650 mg (2.97 mmol) noch
verunreinigtes 3-Methoxy-Saligenylchlorphosphit 87, gelost in 5 mL abs. Acetonitril,
505 pyL (384 mg, 2.97 mmol) DIPEA, 922 uL einer 5.5 M Ldsung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan (742 mg, 5.07 mmol) und 30 mL abs. Acetonitril

eingesetzt.

(0]
Ausbeute: 371 mg (0.77 mmol, 52 %) einer N
farblosen Watte als Gemisch von 2 /g

Diastereomeren im Verhaltnis 4:1; Summen- \

formel: Cy0H23N201P; Molgewicht: 482.38 1
g/mol; DC: R¢ (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v):

0.49;

"H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 1.62 (d, 2 x 3H, 3Jun = 0.8 Hz, 2 x Thymin H-
7), 1.92 (s, 2 x 3H, 2 x CHs-Acetyl), 2.10-2.23 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.03-4.04 (m, 2 x
1H, 2 x H-4’), 4.22-4.23 (m, 2 x 2H, 2 x H-2"), 5.03-5.05 (m, 2 x 1H, 2 x H-3'), 5.29-
5.39 (m, 2 x2H, 2 x Benzyl H-7), 6.03 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 6.60-6.76 (m, 4 x 1H, 2 x
Thymin H-6, 2 x Aryl H-5), 6.95-7.03 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl H-4, 2 x Aryl H-6), 11.24 (s,
2 x 1H, 2 x NH).

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 12.0 (2 x Thymin C-7), 20.7 (2 x CHa-
Acetyl), 35.5 (2 x C-2’), 67.5 (d, 2Jcp = 2.5 Hz, 2 x C-5), 68.5, 68.6 (d, 2Jcp = 7.6 Hz,
Benzyl C-7), 73.4 (2 x C-3’), 81.4, 81.5 (C-1"), 84.0 (d, *Jcp = 7.2 Hz, 2 x C-4’), 110.0
(2 x Thymin C-5), 112.6 (2 x Aryl C-5), 117.0 (2 x Aryl C-4), 124.6 (2 x Aryl C-6),
135.7 (2 x Thymin C-6), 150.4 (2 x Aryl C-2), 153.9 (2 x Thymin C-2), 163.6 (2 x
Thymin C-4), 171.5 (2 x C4-Acetyl).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -7.80, -8.04.
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HRMS (FAB): berechnet fiir CooH24N201oP [M+H]: 483.1169, gefunden: 483.1197.

IR (KBr): v [cm™]: 3434, 3186, 3065, 2933, 2836, 1739,1690, 1485, 1365, 1280,
1232, 1015, 990, 870, 822, 767.

8.2.7.5. Synthese von 6-Fluor-cycloSal-d4T-monophosphat 114

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).

Es wurden 163 mg (0.725 mmol) d4T, 300 mg (1.45 mmol) noch verunreinigtes 6-
Fluor-Saligenylchlorphosphit 88, geldst in 4 mL abs. Acetonitril, 247 uL (187 mg,
1.45 mmol) DIPEA, 450 uL einer 5.5 M Ldsung von tert-Butylhydroperoxid in n-

Decan (2.50 mmol) und 15 mL abs. Acetonitril eingesetzt.

Ausbeute: 141 mg (0.343 mmol, 47 %) einer . O
farblosen Watte als Gemisch von 2 6l 4 T S 4ONH
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Summen- j E’/O \6{:3&0
formel: Ci/H1sFN2O;P; Molgewicht: 410.29 T 2707 To—® 4

g/mol; DC: Ry (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 43. —_— 2.1'
0.55;

"H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.67 (s, 1 x 3H, Thymin H-7), 1.72 (s, 1 x
3H, Thymin H-7), 4.28-4.42 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.98 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 5.44-
5.65 (m, 2 x 2H, 2 x Benzyl H-7), 6.03-6.06 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 6.39 (d, 1 x 1H, Juy
=5.7 Hz, 1 x H-3), 6.44 (d, 1 x 1H, *Juy = 5.7 Hz, 1 x H-3’), 6.79-6.82 (m, 2 x 1H, 2 x
H-1"), 7.01 (d, 2 x 1H, 3Juy = 8.7 Hz, 2 x Aryl H-3), 7.12 (ddd, 2 x 1H, 3Juy = 8.7 Hz,
*Jun = 8.8 Hz, “Jur = 5.7 Hz, 2 x Aryl H-4), 7.19-7.22 (m, 2 x 1H, 2 x Thymin H-6),
7.44 (ddd, 2 x 1H, 33y = 8.8 Hz, 3Jur = 7.7 Hz, “Jun = 4.7 Hz, 2 x Aryl H-5), 11.35 (s,
1 x 1H, 1 x NH), 11.37 (s, 1 x 1H, 1 x NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 11.9 (2 x Thymin C-7), 63.7, 63.9 (dd, 2Jcp
= 2.0 Hz, ®Jcr = 5.1 Hz, Benzyl C-7), 84.0, 84.1 (d, 2Jcp = 2.6 Hz, C-5'), 89.3 (2 x C-
1'), 109.6, 109.7 (Thymin C-5), 111.3, 111.5 (d, *Jcr = 2.0 Hz, Aryl C-3), 114.3, 114.4
(d, 3Jcr = 3.6 Hz, Aryl C-4), 127.3 (2 x C-2’), 130.8, 130.9 (d, 2Jcr = 10.2 Hz, Aryl C-
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1), 132.7, 132.8 (C-3'), 135.7 (2 x Thymin C-6), 150.2 (2 x Thymin C-2), 150.7 (2 x
Aryl C-2), 157.7 (d, "Jcr = 249.2 Hz, 2 x Aryl C-6), 163.7, 164.1 (Thymin C-4).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -9.57, 9.72.
HRMS (FAB): berechnet fiir C17H7FN2O7P [M+H]: 411.0757, gefunden: 411.0767.

IR (KBr): v [cm™]: 3482, 3143, 2998, 2821, 1443, 1235, 1200,1058, 1021, 823, 711,
658.

8.2.7.6. Synthese von 5-Chlor-cycloSal-d4T-monophosphat 115

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).
Es wurden 140 mg (0.620 mmol) d4T, 277 mg (1.24 mmol) destilliertes 5-Chlor-
Saligenylchlorphosphit 86, geldst in 4 mL abs. Acetonitril, 211 yL (160 mg, 1.24
mmol) DIPEA, 384 pL einer 5.5 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan
(8309 mg, 2.11 mmol) und 20 mL abs. Acetonitril eingesetzt.

Ausbeute: 159 mg (0.373 mmol, 60%) einer O
farblosen Watte als Gemisch von 2 o , 6 | 7 %NH
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Summen- j@\/\?,/o 6| N%O
formel: C17H:sCIN.O;P; Molgewicht: 426.74 272707 o 1 _o

g/mol; DC: R¢ (Dichlormethan/Methanol 9:1 43- — 2-1'
v/v): 0.48;

"H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.64 (d, 1 x 3H, “Ju4 = 1.0 Hz, Thymin H-7),
1.68 (d, 1 x 3H, “Juy = 1.0 Hz, Thymin H-7), 4.24-4.35 (m, 2 x 2H, 2 x H-5’), 4.95 (m,
2 x 1H, 2 x H-4’), 5.35-5.54 (m, 2 x 2H, 2 x Benzyl H-7), 6.01-6.04 (m, 2 x 1H, 2 x H-
2’), 6.36 (ddd, 1 x 1H, 3Jun = 5.9 Hz, 2Juy = 3.3 Hz, “Juy = 1.8 Hz, 1 x H-3), 6.42
(ddd, 1 x 1H, ®Jun = 5.9 Hz, *Jun = 3.3 Hz, “Jun = 1.8 Hz, 1 x H-3’), 6.79 (ddd, 2 x 1H,
3Jun = 4.0 Hz, “Jpn = 1.7 Hz, “Jun = 1.8 Hz, 2 x H-1°), 7.14-7.19 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl
H-3, 2 x Thymin H-6), 7.41-7.45 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl H-4, 2 x Aryl H-6), 11.36 (s, 2 x
1H, 2 x NH).
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3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 11.9 (2 x Thymin C-7), 67.8 (2 x C-5'), 68.6
(2 x Benzyl C-7), 84.1 (2 x C-4’), 89.2 (2 x C-1°), 109.7 (2 x Thymin C-5), 120.0 (2 x
Aryl C-3), 120.1 (2 x Aryl C-1), 123.3 (2 x Aryl C-4), 126.2 (2 x Aryl C-5), 127.4 (2 x
C-2)), 128.4 (2 x Aryl C-6), 129.6 (2 x Thymin C-6), 132.7 (2 x C-3), 135.7 (2 x Aryl
C-2), 150.8 (2 x Thymin C-2), 163.7 (2 x Thymin C-4).

¥P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -8.57, -8.63.

HRMS (FAB): berechnet fur C17H17CIN2,O7P [M+H]: 427.0462, gefunden: 427.0461.

8.2.7.7. Synthese von 3-Brom-cycloSal-d4T-monophosphat 116

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).

Es wurden 238 mg (1.06 mmol) d4T, 570 mg (2.12 mmol) noch verunreinigtes 3-
Brom-Saligenylchlorphosphit 91, geldst in 6 mL abs. Acetonitril, 373 yL (280 mg,
2.12 mmol) DIPEA, 650 uL einer 5.5 M Lésung von tert-Butylhydroperoxid in n-

Decan (3.40 mmol) und 25 mL abs. Acetonitril eingesetzt.

Ausbeute: 175 mg (0.371 mmol, 35 %) einer O

farblosen Watte als Gemisch von 2 6. 4 [ \534‘\,\”4
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Summen- j ?,/O 6| NKO
formel: Ci7H16BrN2O;P; Molgewicht: 471.20 3y 207 "0 '5 o

g/mol; DC: Rt (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): Br 43, — 2.1'
0.51;

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.60 (s, 1 x 3H, Thymin H-7), 1.66 (s, 1 X
3H, Thymin H-7), 4.26-4.36 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.97 (m, 2 x 1H, 2 x H-4"), 5.39-
5.45 (m, 1 x 2H, 1 x Benzyl H-7), 5.51-5.58 (m, 1 x 2H, 1 x Benzyl H-7), 6.03-6.04 (m,
2 x 1H, 2 x H-2), 6.37 (d, 1 x 1H, ®Juy = 5.8 Hz, 1 x H-3'), 6.42 (d, 1 x 1H, 334y = 6.0
Hz, 1 x H-3), 6.80-6.82 (M, 2 x 1H, 2 x H-1’), 7.14-7.19 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl H-6, 2 x
Thymin H-6), 7.31 (d, 2 x 1H, 3Jun = 7.3 Hz, 2 x Aryl H-4), 7.68 (dd, 2 x 1H, 3Jun = 7.9
Hz, *Jun = 4.6 Hz, 2 x Aryl H-5), 11.33 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 11.9 (2 x Thymin C-7), 68.2 (2 x C-5'), 68.8
(2 x Benzyl C-7), 84.0, 84.1 (C-4’), 89.2 (2 x C-1°), 109.7 (2 x Thymin C-5), 125.8 (2 x
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Aryl C-5), 127.9 (2 x C-2’), 128.4 (2 x Aryl C-1), 132.7, 132.8 (Aryl C-4), 133.1 (2 x C-
3’), 135.6, 135.7 (Thymin C-6), 151.3 (2 x Aryl C-2), 155.3, 155.4 (Thymin C-2),
163.7 (2 x Thymin C-4).

¥P-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -8.05, -8.08.
HRMS (FAB): berechnet fiir C17H7BrN2O;P [M+H]: 470.9957, gefunden: 470.9957.

IR (KBr): v [cm™]: 3506, 3186, 3071, 2957, 2927, 2884, 1696, 1461, 1365, 1304,
1244, 1105, 1016, 931, 774, 647, 612, 472.

8.2.7.8. Synthese von 5-Chlor-cycloSal-Ac;Cytidin-monophosphat 118

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 4(l).
Es wurden 2.00 (5.19 mmol) AcsCytidin 109, 2.30 g (10.3 mmol) noch verunreinigtes
5-Chlor-Saligenylchlorphosphit 86, gelost in 10 mL abs. Acetonitril, 1.75 mL (1.33 g,
10.3 mmol) DIPEA, 2.00 mL einer 5.5 M Ldésung von tert-Butylhydroperoxid in n-
Decan und 50 mL abs. Acetonitril eingesetzt.

Ausbeute: 863 mg (1.51 mmol, 29 %) einer Clo s 8 1 7 4NHAC
farblosen Watte als Gemisch von 2 Diastereo- ?//O 5| \zN
meren im Verhaltnis 1:1; Summenformel: ! 3 2 O/P\o 5 ° N/go
C22H23CIN;O1:P; Molgewicht: 571.86 g/mol; A0~
DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.52; “OAc OAG

'"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 2.03 2.04, 2.05, 2.06 (je s, je 3H, je CHa-
Acetyl), 2.11 (s, 2 x 3 H, 2 x CHs-Acetyl), 4.29-4.50 (m, 2 x 3H, 2 x H-5', 2 x H-4"),
5.32 (dd, 2 x 1H, 3Juy = 6.3 Hz, 3Jun = 6.3 Hz, 2 x H-3'), 5.41 (dd, 2 x 1H, Juy = 6.3
Hz, 3Juy = 6.3 Hz, 2 x H-2'), 5.45-5.50 (m, 2 x 2H, H-7), 5.81 (d, 1 x 1H, 3Jyu = 3.7
Hz, H-1'), 5.86 (d, 1 x 1H, 3Juy = 3.7 Hz, H-1’), 7.13-7.17 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl H-4, 2 x
Aryl H-6), 7.33-7.40 (m, 4 x 1H, 2 x Aryl-H3, 2 x H-5), 8.01 (d, 2 x 1H, 3Juy = 7.3 Hz,
2 x H-6), 9.19 (s, 2 x 1H, 2 x NHAC).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 20.2 (4 x CHs-Acetyl), 24.4 (2 x CHs-
Acetyl), 66.5 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-5'), 66.8 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-5'), 68.0 (d, “2Jcp = 6.6
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Hz, C-7), 68.1 (d, ?Jcp = 6.6 Hz, C-7), 68.9 (2 x C-3'), 69.2 (2 x C-2’), 72.5 (2 x C-4"),
79.3 (2 x C-1’), 91.0 (C-5), 91.3 (C-5), 120.0 (2 x Aryl C-3), 125.9 (2 x Aryl C-6),
128.2 (2 x Aryl C-5), 128.3 (2 x Aryl C-1), 129.4 (2 x Aryl C-4), 146.6 (C-6), 146.7 (C-
6), 154.1 (2 x C-4), 163.0 (C-2), 169.2 (Cq-Acetyl), 169.3 (4 x Cq-Acetyl), 171.0 (Cq-
Acetyl).

MS (FAB): berechnet fur C22H23CIN3O11P [M+H]: 572.1, gefunden: 572.3.

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, DMSO-d): -10.47, -10.66;
8.2.7.9. Synthese von cycloSal-3’OAcdT-monophosphat 119

Methode I: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(ll). Es wurden 350 mg (1.66 mmol) Salicylphosphorchloridat 95, gelost in
5mL abs. THF, 262 mg (0.922 mmol) 3’-O-AcdT 100 und 10 mL abs. Pyridin
verwendet. Die Reaktion wurde 6 h bei -40 °C geruhrt.

Methode |I: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(lll). Es wurden 800 mg (3.91 mmol) Salicylphosphorchloridat 95, 596 mg
(2.00 mmol) 3-O-AcdT 100, 532 mg (7.82 mmol) Imidazol und 10 mL Dioxan
eingesetzt. Die Reaktion wurde 12 h bei 50 °C gerlhrt.

Ausbeute: Methode I: 267 mg (0.590 mmol, O

64 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 2 6, I %NH
Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Methode II: j E//O 6| Nﬁ&o
371 mg (0.820 mmol, 41 %); Summenformel: 2707 ~o '5' o
C19H21N209P; Molgewicht: 452.35 g/mol; DC: z,op\@;

C

R¢ (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.65;

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.71 (d, 1 x 3H, I = 1.1 Hz, 1 x Thymin-
CHs), 1.76 (d, 1 x 3H, 3Juy = 1.1 Hz, 1 x Thymin-CHs), 2.04, 2.05 (s, 2 x 3H, 2 x
Acetyl-CH3), 2.22-2.36 (m, 2 x 2H, 2 x H-5), 4.15-4.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.30-
4.42 (m, 2 x 2H, 2 x H-2"), 5.16 (ddd, 2 x 1H, 3Jun = 6.0 Hz, 33y = 6.0 Hz, 33y = 2.8
Hz, 2 x H-3'), 5.42-5.53 (m, 2 x 2H, 2 x Benzyl H-7), 6.13-6.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"),
7.11-7.14 (m, 2 x 1H, Aryl-H), 7.18-7.22 (m, 2 x 1H, Aryl-H), 7.27-7.29 (m, 2 x 1H,
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Aryl-H), 7.35-7.40 (m, 2 x 1H, Aryl-H), 7.46 (d, 1 x 1H, 334 = 1.1 Hz, Thymin-He),
7.50 (d, 1 x 1H, 3Jun = 1.1 Hz, Thymin-Hg), 11.36 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 11.9, 12.0 (2 x Thymin C-7), 20.7 (2 x CHa-
Acetyl), 35.5, 35.6 (C-2), 67.4 (C-5'), 68.4 (d, 2Jcp = 7.4 Hz, Benzyl C-7), 68.5 (d,
2Jcp = 7.4 Hz, Benzyl C-7), 73.3, 73.4 (2 x C-3'), 81.4 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, 2 x C-4),
84.0, 84.1 (2 x C-1°), 109.9 (2 x Thymin C-5), 118.1 (d, *Jcp = 8.8 Hz, Aryl C-3), 118.2
(d, ®Jcp = 8.8 Hz, Aryl C-3), 124.5 (2 x Aryl C-6), 126.1 (2 x Aryl C-5), 129.8 (2 x Aryl
C-4), 135.6 (Thymin C-6), 135.7 (Thymin C-6), 150.3 (2 x Thymin C-2), 163.5. (2 x
Thymin C-4), 169.9 (2 x C4-Acetyl).

P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -9.71, -9.76.

HRMS (FAB): berechnet fiir C19H21N2OgP [M+H]: 453.1063, gefunden: 453.1076.
8.2.7.10. Synthese von 5-Formyl-cycloSal-3’OAcdT-monophosphat 120

Methode I: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(ll). Es wurden 150 mg (0.645 mmol) Salicylphosphorchloridat 95, geldst in
5mL abs. THF, 102 mg (0.359 mmol) 3’-O-AcdT 100 und 8 mL abs. Pyridin
verwendet. Die Reaktion wurde 8 h bei -40 °C geruhrt.

Methode II: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(lll). Es wurden 375 mg (1.61 mmol) 5-Formyl-Salicylphosphorchloridat 96,
227 mg (0.800 mmol) 3’-O-AcdT 100, 217 mg (3.22 mmol) Imidazol und 5 mL Dioxan
eingesetzt. Die Reaktion wurde 48 h bei 50 °C geruhrt.

Ausbeute: Methode I: 88.0 mg
(0.183 mmol, 51 %) einer farblosen Watte
als Gemisch von 2 Diastereomeren im
Verhaltnis 1:2.5; Methode Il: 252 mg (0.525
mmol, 66 %); Summenformel:
C20H21N2010P; Molgewicht: 480.36 g/mol;
DC: R: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v):
0.47;




Experimenteller Teil 159

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 1.78 (d, 1 x 3H, 3Juy = 1.0 Hz, Thymin H-7),
1.81 (d, 1 x 3H, 3Juy = 1.0 Hz, Thymin H-7), 2.10 (s, 1 x 3H, 1 x CHs-Acetyl), 2.11 (s,
1 x 3H, 1 x CHa-Acetyl), 2.32 (dd, 2 x 1H, 2Jun = 6.3 Hz, 3Jun = 2.5 Hz, 2 x H-5),
2.37-2.42 (M, 2 X 1H, 2 x H-5"), 4.22-4.23 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.46-4.49 (m, 2 x 2H,
2 x H-2), 5.21-5.25 (m, 2 x 1H, 2 x H-3’), 5.58-5.69 (m, 2 x2H, 2 x Benzyl H-7), 6.18-
6.23 (M, 2 x 1H, 2 x H-1), 7.40 (d, 1 x 1H, 3Jun = 8.5 Hz, 1 x Aryl H-3), 7.41 (d, 1 x
1H, 3Jun = 8.5 Hz, 1 x Aryl H-3), 7.53 (d, 1 x 1H, *Jun = 1.2 Hz, 1 x Aryl H-6), 7.56 (d,
1x 1H, “Jun = 1.2 Hz, 1 x Aryl H-6), 7.92-7.93 (m, 2 x 1H, 2 x Thymin H-6), 7.98-8.02
(m, 2 x 1H, 2 x Aryl H-4), 10.00 (s, 1 x 1H, 1 x Formyl-H), 10.01 (s, 1 x 1H, 1 x
Formyl-H), 11.43 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 12.7 (2 x Thymin C-7), 21.4. (2 x CHa-
Acetyl), 35.3, 35.4 (C-2'), 67.9, 68.0 (d, 2Jcp = 7.0 Hz, C-5’), 68.4 (d, 2Jcp = 7.0 Hz, 2
x Benzyl C-7), 81.3 (2 x C-3"), 81.4 (d, ®Jcp = 7.4 Hz, 2 x C-4’), 84.0 (2 x C-1’), 109.7
(2 x Thymin C-5), 119.7 (2 x Aryl C-3), 119.8 (2 x Aryl C-1), 122.8 (2 x Aryl C-6),
125.4, 125.5 (Aryl C-4), 136.0 (2 x Thymin C-6), 143.5 (2 x Aryl C-2), 150.1 (2 x
Thymin C-2), 156.0 (2 x Aryl C-5), 165.4. (2 x Thymin C-4), 171.2 (2 x Cq-Acetyl),
190.2 (2 x Formyl-C).

3P.NMR: 5 [ppm] (162 MHz, DMSO-de): -10.38, -10.51.

IR (KBr): v [cm™]: 3345, 3178, 3051, 2830, 1324, 1256, 1211, 1056, 947, 854, 748,
712, 622.

8.2.7.11. Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3’OAcdT-monophosphat 126

Methode |: Die Durchflihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(l). Es wurden 1.34 g (4.71 mmol) 3’OAcdT 100, 2.20 g (9.42 mmol) 5-Nitro-
Saligenylchlorphosphit 90, geldst in 10 mL abs. Acetonitril, 1.60 mL (1.22 g, 9.42
mmol) DIPEA, 3.20 mL einer 5.5 M Ldsung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan

(16.0 mmol) und 30 mL abs. Acetonitril eingesetzt.

Methode |I: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(ll). Es wurden 500 mg (2.00 mmol) 5-Nitro-Salicylphosphorchloridat 94, gelost
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in 6 mL abs. THF, 284 mg (1.00 mmol) 3’-O-AcdT 100 und 6 mL abs. Pyridin
verwendet. Die Reaktion wurde 9 h bei -40 °C gerlhrt. Nach Reinigung am

Chromatotron konnte kein Produkt isoliert werden.

Methode llI: Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 4(lll). Es wurden 50.0 mg (0.200 mmol) 5-Nitro-Salicylphosphorchloridat 94,
37.0 mg (0.130 mmol) 3’-O-AcdT 100, 27.0 mg (0.400 mmol) Imidazol und 6 mL
Dioxan eingesetzt. Die Reaktion wurde 24 h bei 50 °C geruhrt. Nach Reinigung am

Chromatotron konnte lediglich das Nucleosid reisoliert werden.

Methode IV: Unter Schutzgas wurden 191 mg (0.67 mmol) 3’-O-AcdT 100 in 10 mL
abs. Acetonitril gelost, die Losung wurde im Anschlufd auf 0°C abgekunhlt. Zur Lésung
wurden 21.4 mL Dicyanoimidazol (5.36 mmol, 0.25 M in Acetonitril) sowie
tropfenweise 400 mg (1.34 mmol) 5-Nitro-cycloSaligenylphosphoramidit 130, gelost
in 15 mL abs. Acetonitril, zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 2 h gerihrt. Danach wurde die Losung erneut auf 0°C
abgekuhlt und 0.3 mL (1.34 mmol) einer 5.5 M Lésung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Decan wurden zugetropft. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde noch eine
Stunde gerihrt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt, das Rohprodukt

wurde am Chromatotron mit Dichlormethan/Methanol (Gradient) gereinigt.

(0]
Ausbeute: Methode I: 959 mg (1.92 mmol, ON_s S 1 ] \sftkNH
41 %) einer farblosen Watte als Gemisch von :@\/\E,/O 6 NKO
2 Diastereomeren im Verhaltnis 1:1; Methode Y 2707 "o ' * 0
IV: 100 mg (0.0201 mmol, 3 %) 2@21
Summenformel: C19H20N3011P; Mol- O>:o

gewicht: 497.35 g/mol; DC: R; (Dichlor-
methan/Methanol 9:1 v/v): 0.54;

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 1.73 (d, 1 x 3H, 3Juy = 1.0 Hz, Thymin H-7),
1.75 (d, 1 x 3H, 33 = 1.0 Hz, Thymin H-7), 2.04 (s, 1 x 3H, 1 x CHz-Acetyl), 2.05 (s,
1 x 3H, 1 x CHs-Acetyl), 2.23-2.37 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 4.15-4.18 (m, 2 x 1H, 2 x H-
4), 4.36-4.50 (m, 2 x 2H, 2 x H-2’), 5.15- 5.19 (m, 2 x 1H, 2 x H-3"), 5.53-5.71 (m, 2 x
2H, 2 x Benzyl H-7), 6.11-6.17 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 7.37 (d, 1 x 1H, 3Ju = 8.9 Hz, 1
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x Aryl H-3), 7.39 (d, 1 x 1H, 3Juy = 8.9 Hz, 1 x Aryl H-3), 7.47 (d, 1 x 1H, *J4y = 1.0
Hz, 1 x Aryl H-6), 7.50 (d, 1 x 1H, *Jun = 1.0 Hz, 1 x Aryl H-6), 8.22-8.31 (m, 2 x 1H, 2
x Aryl H-4), 8.30-8.31 (m, 2 x 1H, 2 x Thymin H-6), 11.36 (s, 2 x 1H, 2 x NH).

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 12.0 (2 x Thymin C-7), 20.7 (2 x CHa-
Acetyl), 35.4, 35.5 (C-2'), 67.8, 67.9 (d, 2Jcp = 7.4 Hz, C-5'), 68.0 (d, 2Jcp = 7.4 Hz, 2
x Benzyl C-7), 81.3 (2 x C-3"), 81.4 (d, %Jcp = 7.6 Hz, 2 x C-4’), 84.2 (2 x C-1), 109.9
(2 x Thymin C-5), 119.5 (2 x Aryl C-3), 119.6 (2 x Aryl C-1), 122.5 (2 x Aryl C-6),
125.4, 125.5 (Aryl C-4), 135.8 (2 x Thymin C-6), 143.5 (2 x Aryl C-2), 150.3 (2 x
Thymin C-2), 156.0 (2 x Aryl C-5), 163.6 (2 x Thymin C-4), 170.0 (2 x Cq-Acetyl).

P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): -10.72, -10.92.
HRMS (FAB): berechnet fiir C1gH21N3011P [M+H]: 498.0914, gefunden: 498.0927.
IR (KBr): v [cm™"]: 3454, 3200, 3076, 2931, 1693, 1533, 1349, 1251, 1030, 939, 749.

8.2.8. Synthese der Glycosylmonophosphate

8.2.8.1. Synthese von 1-O-Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-glucose 151

Es wurden 5.00 g (25.8 mmol) 1-O-Methyl-a-D-glucose in 60 mL abs.
Dimethylformamid geldst und auf 0°C gekuhlt. In kleinen Portionen wurden 6.13 g
(160 mmol, 60 % in Paraffindl) Natriumhydrid zugegeben. Die Reaktion wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 1 h geruhrt. Nach Zugabe von 15.9 mL (22.9 g,
134 mmol) Benzylbromid wurde das Reaktionsgemisch Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach vollstandigem Umsatz wurden 15 mL MeOH unter
Rihren und Eiskdhlung tropfenweise zum Reaktionsgemisch gegeben. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum weitestgehend entfernt, der Ruckstand wurde in 50
mL Wasser aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mehrmals mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat

3:1 vlv als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 13.3 g (24.0 mmol, 93 %) eines leicht gelblichen OBn
6
Sirups; Summenformel: Cj3sH330s; Molgewicht: 554.67 Bno4 5 20
]
g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 3:1 viv): 0.44; BNO==" "

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]D2°= + 78.2° (c=1.0,
CHCly);

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.20 (s, 3H, OCHs), 3.34-3.92 (m, 9H, 3 x
Benzyl-CH,, H-5, H-6) 4.25-4.94 (m, 6H, Benzyl-CH,, H-3, H-4, H-2, H-1) 6.92-7.35
(m, 20 H, Aryl-H).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 55.6 (OCH3), 70.3 (C-6), 71.3 (C-5), 73.3, 73.5,
73.7 (4 x Benzyl CH,), 78.1 (C-4), 80.3 (C-3), 82.5 (C-2), 98.6 (C-1), 127.5, 127.6,
127.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 128.5 (Aryl-CH), 138.0,
138.5, 138.7, 139.0 (Aryl-Cy).

8.2.8.2. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-glucose 152

Es wurden 8.30 g (15.0 mmol) 1-O-Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-glucose 151 in
146 mL konzentrierter Essigsaure geldst und mit 35 mL (2 M) Trifluormethan-
sulfonsaure versetzt. Die Reaktion wurde solange auf 80°C erwarmt bis der Umsatz
vollstandig war (DC-Kontrolle). AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit
Dichlormethan verdinnt und je dreimal mit gesattiger NaHCO3-L6sung und Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit

Dichlormethan/Ethylacetat 10:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 3.40 g (6.29 mmol, 42 %) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: C34H350s; Molgewicht: 4 8 o

540.65 g/mol; DC: R (Dichlormethan/Ethylacetat 10:1 v/v): Bné)no A\l
0.30; Anomerenverhaltnis: a:f = 2:1; [a]p®= + 8.1° (c=1.0, ’

CHCls);

a-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.54-3.74 (m, 3H, H-5, H-6), 4.49-4.53 (m,
2H, Benzyl-CH,), 4.57-4.63 (m, 2H, Benzyl-CH,), 4.72-4.74 (m, 1H, H-2), 4.76-4.77
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(m, 1H, H-3), 4.81 (dd, 3Jun = 5.0 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, H-4) 4.83-4.87 (m, 2 H, Benzyl-
CH,), 4.93-4.98 (m, 2H, Benzyl-CH,), 5.25 (dd, 3Jun = 3.0 Hz, ®Jun = 3.0 Hz, H-1a),
7.27-7.36 (m, 20 H, Aryl-H).

a-"*C-NMR: d [ppm] (101 MHz, CDCls): 68.8 (C-6), 70.5 (C-5), 73.4, 73.7, 75.1, 75.8
(4 x Benzyl CHy), 77.9 (C-4), 81.9 (C-3), 84.7 (C-2), 91.5 (C-1), 127.7, 127.8, 127.9,
128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 128.5, 128.7 (Aryl-CH), 138.0, 138.1, 138.4, 138.7
(Aryl-Cy).

8.2.8.3. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-B-D-glucopyranosyltrichloracet-
imidat 153

Es wurden 300 mg (2.17 mmol) Kaliumcarbonat in 2 mL Dichlormethan suspendiert.
Zu dieser Suspension wurden 300 mg (0.555 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-
glucose 152, gelost in 4 mL Dichlormethan, sowie 300 pL (3.00 mmol)
Trichloroacetonitril hinzugefugt. Die Reaktion wurde 4 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Das Loésungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rickstand wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethyacetat 7:1 v/v als Eluent

gereinigt.

Ausbeute: 116 mg (0.170 mmol, 31 %) eines
farblosen Sirups; Summenformel: C3sH35CI3NOg; 4 8
Molgewicht: 685.03 g/mol; DC: R; (Petrolether/ BnBOno A\ 0" ~ccl
Ethylacetat 7:1 v/v): 0.40; Anomeren-verhaltnis: (- ’

anomerenrein; [a]p®°= + 68.5° (c=1.0, CHCl5);

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCl,): 3.61-3.93 (m, 6H, 2 x Benzyl-CH,, H-6), 4.54-
4.65 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5), 4.67-5.11 (m, 4 H, 2 x Benzyl-CH,), 5.88 (d, 1H,
3Jun = 7.8 Hz, H-1), 7.12-7.53 (m, 20H, Aryl-H), 8.76 (s, 1H, NH).

8.2.8.4. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-glucopyranosyltrichloracet-
imidat 154

Es wurden 50 mg (2.00 mmol) Natriumhydrid in 2 mL Dichlormethan suspendiert. Zu
dieser Suspension wurden 540 mg (1.00 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-glucose
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152, geldost in 3 mL Dichlormethan, bei Raumtemperatur hinzugefligt. Das
Reaktionsgemisch wurde 15 Minuten geruhrt, dann wurden 350 pL (3.50 mmol)
Trichloroacetonitril zugegeben. Die Reaktion wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Ruickstand wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethyacetat 7:1 v/v als Eluent

gereinigt.
6 OBn
Ausbeute: 366 mg (0.534 mmol, 53 %) eines farblosen BnO 2 5~ o
Sirups; Summenformel: C3H3sClsNOs; Molgewicht: ~ BnO— OBn1
685.03 g/mol; DC: R (Dichlormethan/Ethylacetat 10:1 O\”/CC|3
v/v): 0.74; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]p*°= NH

+22.8° (c=1.0, CHCl5);

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.67 (dd, 1H, 3Jun = 2.3 Hz, Iy = 11.0 Hz H-6),
3.75-3.81 (m, 3H, CH,-Benzyl, H-6), 3.99 (ddd, 1H, 3Jun = 9.7 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 3Jun
= 2.3 Hz, H-5), 4.03-4.97 (m, 9 H, 3 x Benzyl-CH,, H-2, H-3, H-4), 6.53 (d, 1H, 3Juy =
3.3 Hz, H-1), 7.27-7.31 (m, 20H, Aryl-H), 8.58 (s, 1H, NH).

8.2.8.5. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-glucopyranosyi-
1-phosphat 155

2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-B-D-glucopyranosyltrichloracetimidat 1583 (113 mg, 0.165
mmol) wurde in 5 mL abs. Dichlormethan geldst, nach Zugabe von 46.0 mg
(0.165 mmol) Bisbenzylphosphat wurde das Reaktionsgemisch 90 min bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde das

Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat

(Gradient) gereinigt.
Ausbeute: 104 mg (0.130 mmol, 79 %) eines farblosen , 6 OBn
.. 0]
Ols; Summenformel: C4sH4909P; Molgewicht: 800.87 BnBoO 5 ]
n
g/mol; DC: R (Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v): 0.35; 3 OBn ogn
O ! _OBn

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]D2°=
+57.6° (c=1.0, CHCl3): °
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"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.50 (dd, 1H, 3Juy = 1.8 Hz, Iy = 10.8 Hz H-6),
3.63-3.74 (m, 2H, H-5, H-6), 3.91-3.96 (m, 2H, Benzyl-CH,), 4.42-4.59 (m, 3H,
Benzyl-CH,, H-3), 4.67-4.95 (m, 6H, 2 x Benzyl-CHy, H-2, H-4), 5.04-5.13 (m, 4 H, 2
x Benzyl-CHy), 5.98 (dd, 1H, 3Jup = 6.8Hz, ®Ju = 3.3 Hz, H-1), 7.24-7.36 (m, 30 H,
Aryl-H).

3C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCls): 68.1 (C-6), 69.3 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, Benzyl-CHy),
69.5 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, Benzyl-CH,), 72.7 (C-5), 73.1, 73.6, 75.2, 75.8 (Benzyl-CH)),
77.0 (C-4), 79.4 (d, *Jcp = 7.4 Hz, C-2), 81.2 (C-3), 95.8 (d, Jcp = 6.6 Hz, C-1),
127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 128.5, 128.6 (Aryl-CH), 135.9,
136.0, 137.7, 137.9, 138.2, 138.6 (Aryl-C,,).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -2.37.

8.2.8.6. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl-
1-phosphat 156

2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-a-D-glucopyranosyltrichloracetimidat 154 (346 mg, 0.505
mmol) wurde in 10 mL abs. Dichlormethan geldst, nach Zugabe von 142 mg
(0.505 mmol) Bisbenzylphosphat wurde das Reaktionsgemisch 90 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum wurde das
Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 5:2

v/v gereinigt.

Ausbeute: 263 mg (0.328 mmol, 65 %) eines ¢ ,OBN o}

4 I
farblosen  Sirups; Summenformel: CysH49O9P; BnO 2 20 ~P<

0 19 bgro"

Bn
Molgewicht: 800.87 g/mol; DC: R; (Petrolether/ 3 OBn
Ethylacetat 2:1 v/v): 0.36; Anomerenverhaltnis: B-anomeren-
rein; [a]p?°= + 25.5° (c=1.0, CHCl5);

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl,): 3.45-3.63 (m, 3H, H-5, H-6), 4.30-4.47 (m, 3H,
Benzyl-CH,, H-4, H-2), 4.56-4.83 (m, 7H, 3 x Benzyl-CHy, H-3), 4.92-5.02 (m, 4 H, 2
x Benzyl-CHy), 5.16 (dd, 1H, 3Jup = 7.6 Hz, 33 = 7.6 Hz, H-1), 7.12-7.22 (m, 30 H,
Aryl-H).
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3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 68.4 (C-6), 69.2 (d, 2Jcp = 5.2 Hz, Benzyl-CH,),
69.4 (d, 2Jcp = 5.2 Hz, Benzyl-CHy), 72.6 (C-5), 73.4, 74.9, 75.0 (Benzyl-CH,), 75.5
(C-4), 75.7 (Benzyl-CH,), 77.2 (C-3), 81.9 (d, ®Jcp = 8.8 Hz, C-2), 99.1 (d, 2Jcp = 6.6
Hz, C-1), 127.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 128.5 (Aryl-CH),
137.6, 137.9, 138.0, 138.1, 138.3, 138.5 (Aryl-Cy).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -2.34.

8.2.8.7. Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galaktopyranose 171

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5. Es
wurden 5.00 g (27.8 mmol) D-Galactose, 394 mL (426 g, 0.417 mol)
Essigsaureanhydrid und 60 mL Pyridin eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 8 h

bei Raumtemperatur gerthrt. Das Rohprodukt wurde aus Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 104 g (26.6 mmol, 96%) eines farblosen
OAcC DAC

Feststoffes; Summenformel: C4H22011; Molgewicht: 48 s o

390.34 g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v): 0.67; Aco A\

Anomerenverhaltnis: a/ = 7:1; [a]p”"= + 29.0° (c=1.0, CHCI3);

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 1.97, 1.99, 2.01, 2.12, 2.13 (je s, je 3H, CHs-
Acetyl), 4.04 (dd, 1H, Juy = 6.5 Hz, 2Jun = 11.3 Hz, H-6), 4.08 (dd, 1H, *Juy = 6.5 Hz,
23y = 11.3 Hz, H-6), 4.31 (ddd, 1H, 3Jun = 6.5 Hz, Jpn = 6.5 Hz, 2Juy = 1.0 Hz, H-5),
5.29-5.30 (m, 2H, H-3, H-4), 5.46-5.47 (m, 1H, H-2), 6.34 (d, 1H, *Juy = 1.7 Hz, H-1).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.6 (2 x CHa-Acetyl), 20.7 (CHs-Acetyl),
20.8 (CHs-Acetyl), 20.9 (CHs-Acetyl), 61.3 (C-6), 66.5 (C-5), 67.4 (C-4), 67.5 (C-2),
68.8 (C-3), 89.8 (C-1), 168.9 (C=0), 169.9 (C=0), 170.1 (C=0), 170.2 (C=0), 170.4
(C=0).

8.2.8.8. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galaktopyranose 186

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefuhrt. Es
wurden 4.00 g (10.3 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galaktopyranose 171, 1.13 g
(12.3 mmol) Hydrazinacetat und 10 mL abs. DMF eingesetzt. Die abschlieRende
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Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v als

Eluent.

Ausbeute: 2.19 g (6.29 mmol, 61 %) eines farblosen OAC OAG

Feststoffes; Summenformel: Cy4H2040; Molgewicht: 485 0

348.34 g/mol; DC: R (Petrolether/Ethylacetat 3:1 v/v): 0.62; AcO >
Anomerenverhaltnis: a/ = 3:1; [a]p?°= + 68.5° (c=1.0, CHCl5);

1
OAc“OH

a-'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCl3): 1.97, 2.03, 2.07, 2.12 (je s, je 3H, CHs-
Acetyl), 4.06-4.08 (m, 1H, H-6), 4.12 (dd, 1H, *Jun = 6.6 Hz, %Jyy = 6.6 Hz, H-6), 4.44
(dd, 1H, 3Juy = 6.6 Hz, *Juy = 6.6 Hz, H-5), 5.12 (dd, 1H, *Juy = 10.9 Hz, 3Juy = 3.5
Hz, H-4), 5.37-5.40 (m, 1H, H-2), 5.44 (dd, 1H, 3Juy = 3.5 Hz, *Jun = 1.0 Hz, H-3),
5.48 (d, 1H, ®Jyn = 2.8 Hz, H-1).

a-"*C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.7 (2 x CHs-Acetyl), 20.8 (CHz-Acetyl),
20.9 (CHz-Acetyl), 61.9 (C-6), 66.2 (C-5), 67.3 (C-4), 68.3 (C-2), 68.5 (C-3), 90.7 (C-
1), 170.3 (C=0), 170.4 (C=0), 170.6 (C=0), 170.8 (C=0).

8.2.8.9. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyranosyl-1-bromid
173

Es wurden 10.0 g (25.6 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galaktopyranose 171 in
50 mL abs. Dichlormethan gelost und auf 0 °C gekuhlt. Langsam wurden unter
starkem Ruhren 20.6 mL (6.80g, 76.5 mmol) Bromwasserstoffsaure (33 % in
Essigsaure) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt
und 20 h bei dieser Temperatur geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde Eiswasser
zugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat und Natriumchlorid-Losung
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Evaporieren des Losungsmittels

am Rotationsverdampfer wurde der Ruckstand aus Diethylether umkristallisiert.

Ausbeute: 8.02 g (19.5 mmol, 76 %) eines farblosen Feststoffes; OGAC OAc

Summenformel: Cq4H9BrOg; Molgewicht: 411.2 g/mol; DC: Rs ‘ 5 2 0
AcO

(Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.38; Anomerenverhaltnis: a- M OAd

anomerenrein; [o]p°= + 167.1° (c= 1.0, CHCIs); Br
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"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 2.01, 2.03, 2.12, 2.15 (je s, je 3H, CHa-Acetyl),
4.05 (d, 1H, 3Jun = 6.6 Hz, H-6), 4.06 (d, 1H, 2Juy = 6.6 Hz, H-6), 4.13-4.15 (m, 1H,
H-4), 4.25 (ddd, 2Juy = 6.6 Hz, 2Juy = 6.6 Hz, 2Juy = 0.8 Hz, H-5), 5.15 (dd, 1H, 3Juy =
6.6 Hz, *Juy = 3.3 Hz, H-3), 5.43 (dd, 1H, %Jun = 3.3 Hz, 3Jun = 1.2 Hz, H-2), 6.27 (d,
1H, 3Jun = 3.8 Hz, H-1).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCl3): 20.7 (2 x CHs-Acetyl), 20.8 (CHs-Acetyl), 20.9
(CHs-Acetyl), 61.4 (C-6), 66.2 (C-4), 67.6 (C-2), 68.8 (C-5), 70.5 (C-3), 90.7 (C-1),
170.3 (C=0), 170.4 (C=0), 170.6 (C=0), 170.8 (C=0).

8.2.8.10. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyra-
nosyl-1-phosphat 189

Die Reaktionsdurchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 7(l). Es wurden 1.80 g (5.17 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galaktopyranose
186, 24.8 mL Dicyanoimidazol (0.25 M in Acetonitril, 6.20 mmol), 2.56 mL (2.68 g,
7.76  mmol) bis-(Benzyl)-N,N-Diisopropylphosphoramidit und 20 mL abs.
Dichlormethan eingesetzt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden 1.34 g
(7.76 mmol) 3-Chlorperbenzoesdure verwendet. Im 'H-NMR-Spektrum des
Rohgemisches konnte ein a:B-Verhaltnis von 3:1 bestimmt werden. Nach
saulenchromatographischer Reinigung mit Petrolether/Ethylacetat 3:4 v/v konnten

51 % des a-Anomers und 14 % des 3-Anomers isoliert werden.

Ausbeute: 1.61 g (2.65 mmol, 51 %) eines farblosen Ols; OAc OAc
Summenformel: CysH33013P; Molgewicht: 608.53 g/mol; AN 5 0

DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.34; A" Q oBn
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [0]p®°= + 54.5° (c= _P:OBn
1.0, CHCl):

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.90, 1.92, 2.00, 2.14 (je s, je 3H, CHas-
Acetyl), 3.96 (dd, 1H, *Jun = 6.5 Hz, Iy = 11.3 Hz, H-6), 4.07 (dd, 1H, Jun = 6.5 Hz,
2Jun = 11.3 Hz, H-6), 4.30 (ddd, 1H, 3Juy = 6.5 Hz, Jun = 6.5 Hz, 2Juy = 1.0 Hz, H-5),
5.06-5.10 (m, 4H, CHz-Benzyl), 5.22 (ddd, 1H, 3Juy = 10.8 Hz, Jun = 3.2 Hz, “Jup
2.5 Hz, H-2), 5.33 (dd, 1H, Juy = 10.8 Hz, 2Juy = 3.2 Hz, H-3), 5.45 (dd, 1H, 3JuH
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3.2 Hz, 3Jun = 1.0 Hz, H-4), 5.95 (dd, 1H, 3J4p = 6.8 Hz, ®Juy = 3.2 Hz, H-1), 7.35-
7.36 (m, 10H, Aryl).

a-"*C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.6 (2 x CHs-Acetyl), 20.7 (2 x CHs-Acetyl),
61.4 (C-6), 67.1 (C-3), 67.2 (d, %Jcp = 6.6 Hz, C-2), 67.6 (C-5), 69.7 (d, *Jcp = 5.9 Hz,
CH,-Benzyl), 69.8 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, CHy-Benzyl), 94.7 (d, Jcp = 5.9 Hz, C-1), 128.1
(C-Aryl), 128.2 (C-Aryl), 128.8 (2 x C-Aryl), 128.9 (2 x C-Aryl), 170.0 (2 x C=0), 170.2
(C=0), 170.4 (C=0).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, CDCls): -2.59.

8.2.8.11. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galaktopyra-
nosyl-1-phosphat 176

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 (ll). Es
wurden 2.00 g (4.86 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactose-1-bromid 173, 2.43 g
(8.75 mmol) Dibenzylphosphat, 2.48 g (9.00 mmol) Silbercarbonat, 12.0 g 3 A
Molsieb sowie 30 mL abs. Dichlormethan und 30 mL abs. Acetonitril eingesetzt. Die
saulenchromatographische Reinigung erfolgte mit Petrolether/Ethylacetat 1:2 v/v als

Eluent.

Ausbeute: 2.40 g (3.94 mmol, 81 %) eines farblosen OAC OAc
Ols; Summenformel: CysH33043P; Molgewicht: 608.53 4850 o (I)I/OBn

g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 1:2 viv): 0.6; A 3 OAC1 ~0Bn
Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; [a]p®= - 1.7° (c=
1.0, CHCly);

B-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.92, 1.97, 1.99, 2.17 (je s, je 3H, CHs-
Acetyl), 4.02 (ddd, 1H, 33y = 6.6 Hz, Iy = 6.6 Hz, 3Juy = 1.0 Hz, H-5), 4.08-4.18
(m, 2H, H-6), 5.01-5.10 (m, 4H, CH,-Benzyl), 5.10 (dd, 1H, 3Jun = 7.4 Hz, 34y = 1.0
Hz, H-4), 5.32-5.34 (m, 2H, H-3, H-1), 5.42 (dd, 1H, 3Juy = 3.6 Hz, 3Juy = 1.3 Hz, H-
2), 7.30-7.34 (m, 10H, Aryl).

B-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 20.6 (4 x CHs-Acetyl), 61.2 (C-6), 66.9 (C-3),
68.9 (d, *Jcp = 8.7 Hz, C-2), 69.8 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, CH,-Benzyl), 69.9 (d, 2Jcp = 5.6
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Hz, CHp-Benzyl), 71.9 (C-5), 97.0 (d, 2Jcp = 4.6 Hz, C-1), 128.0 (2 x C-Aryl), 128.7 (2
x C-Aryl), 128.8 (2 x C-Aryl), 169.6 (C=0), 170.0 (C=0), 170.2 (C=0), 170.4 (C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -2.95.

8.2.8.12. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyranosyl-1-phosphat

in Form des Monotriethylammoniumsalzes 191

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgefuhrt. Es
wurden 1.24 g (2.04 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyra-
nosylphosphat 189, 560 uL (413 mg, 4.08 mmol) Triethylamin und 200 mg Pd/C
eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 25 mL Dioxan verwendet, die Reaktionszeit

betrug 4 Stunden.

Ausbeute: 1.02 g (1.92 mmol, 94 %) eines farblosen

OAc OAc
Feststoffes; Summenformel: CyoH3sNO13P; Molgewicht: 4% s 0
529.47 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 7:2 v/v): AcO

.
3 0Ad 1 on
0.45; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]p*’= 0P o

+84.3° (c= 1.0, MeOH);

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,O): 1.28 (t, 9H, 3Juy = 7.4 Hz, CHs-NEts), 2.04,
2.09, 2.14, 2.22 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 3.20 (q, 6H, *Juy = 7.4 Hz, CH2-NEts), 4.20
(dd, 1H, 3Jyn = 6.4 Hz, 2y = 11.6 Hz, H-6), 4.27 (dd, 1H, %Iy = 5.8 Hz, 2Jup = 11.6
Hz, H-6), 4.61 (dd, 1H, 3Jun = 5.8 Hz, Juy = 6.4 Hz, H-5), 5.23 (ddd, 1H, 3J4n = 10.8
Hz, Jun = 3.6 Hz, “Jup = 2.2 Hz, H-2), 5.42 (dd, 1H, 3Juy = 10.8 Hz, *Juy = 3.2 Hz, H-
3), 5.57 (dd, 1H, 3Juy = 3.2 Hz, Jpy = 0.8 Hz, H-4), 5.95 (dd, 1H, 3Jup = 7.9 Hz, 3Ju
= 3.6 Hz, H-1).

a-"*C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, D;0): 8.2 (CHs-NEts), 20.0 (CHs-Acetyl), 20.1 (CHa-
Acetyl), 20.2 (CHs-Acetyl), 20.3 (CHs-Acetyl), 46.7 (CH.-NEt3), 62.0 (C-6), 67.1 (C-5),
68.0 (d, *Jcp = 7.4 Hz, C-2), 68.1 (C-4), 68.8 (C-3), 92.0 (d, 2Jcp = 5.2 Hz, C-1), 172.9
(C=0), 173.1 (C=0), 173.4 (C=0), 173.7 (C=0).

P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -1.57.
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8.2.8.13. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galaktopyranosyl-1-phosphat

in Form des Monotriethylammoniumsalzes 179

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgefuhrt. Es
wurden 500 mg (0.820 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galaktopyra-
nosylphosphat 176, 230 pyL (166 mg, 1.64 mmol) Triethylamin und 83 mg Pd/C
eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 10 mL Dioxan verwendet, die Reaktionszeit
betrug 10 Stunden.

Ausbeute: 387 mg (0.713 mmol, 87 %) eines farblosen

Feststoffes; Summenformel: CyH3NO13P; Mol- 4O6ACOACO
. cl Il_OH
gewicht: 529.47 g/mol; DC: R (Dichlormethan/ 2\, 0—PZ
cO » o oS
C

Methanol 7:2 v/v): 0.48; Anomerenverhaltnis: -
anomerenrein; [0]p?°= + 4.2°(c= 0.8, CHCls); [a]p?°= + 6.5° (c= 1.0, MeOH);

B-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 1.36 (t, 9H, 33w = 7.4 Hz, CH3-NEts), 2.11,
2.18,2.22, 2.31 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 3.28 (q, 6H, 3Juy = 7.4 Hz, CHo-NEts), 4.28-
4.39 (m, 3H, H-5, H-6), 5.21 (dd, 1H, 3Jun = 7.9 Hz, 344 = 1.0 Hz, H-4), 5.31-5.37 (m,
2H, H-3, H-1), 5.56 (d, 1H, 3Ju = 3.3 Hz, H-2).

B-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D-O): 8.7 (CH3-NEt3), 20.4 (CHs-Acetyl), 20.5 (CHs-
Acetyl), 20.6 (CHs-Acetyl), 20.8 (CHs-Acetyl), 47.2 (CH,-NEt3), 62.3 (C-6), 68.4 (C-4),
70.5 (d, Jcp = 7.7 Hz, C-2), 71.4 (C-5), 71.9 (C-3), 95.9 (d, 2Jcp = 4.1 Hz, C-1), 173.1
(C=0), 173.6 (C=0), 173.7 (C=0), 173.9 (C=0).

P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -1.42.
8.2.8.14. Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-glucopyranose 157

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5. Es
wurden 4.00 g (22.2 mmol) D-Glucose, 315 mL (34.0 g, 0.333 mol)
Essigsaureanhydrid und 40 mL Pyridin eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
12 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

(Petrolether/Ethylacetat 10:1 v/v) an Kieselgel gereinigt.
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Ausbeute: 851 g (21.8 mmol, 98%) eines farblosen s OAC
Feststoffes; Summenformel: CisH2204¢; Molgewicht: Aco4 2 20
390.34 g/mol; DC: R: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): AcO 3 OA:: OAc
0.75; Anomerenverhéltnis: o/p = 2:1; [a]p®= + 57.1°

(c=1.0, CHCIy);

a-'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.98, 1.99, 2.01, 2.06, 2.15 (je s, je 3H, CHa-
Acetyl), 4.04-4.11 (m, 2H, H-5, H-6), 4.21-4.28 (m, 1H, H-6), 5.05-5.13 (m, 2H, H-2,
H-4), 5.44 (dd, 1H, %Jun = 9.0 Hz, ®Jun = 9.0 Hz, H-3), 6.29 (d, 1H, 3Juy = 3.8 Hz, H-
1).

a-"*C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.5 (CHs-Acetyl), 20.6 (CHs-Acetyl), 20.7 (2
x CHa-Acetyl), 20.9 (CHs-Acetyl), 61.6 (C-6), 68.0 (C-4), 69.3 (C-2), 69.9 (C-3), 72.9
(C-5), 89.1 (C-1), 168.8 (2 x C=0), 169.4 (C=0), 169.7 (C=0), 170.3 (C=0).

8.2.8.15. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucopyranose 158

Methode 1: 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-glucopyranose 157 (5.00 g, 12.8 mmol) und
Benzylamin (2.10 mL, 19.2 mmol) wurden uber Nacht in 30 mL abs. THF bei
Raumtemperatur  gerahrt. Nach  vollstandigem Umsatz  (DC-Kontrolle
Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v) wurde das Reaktionsgemisch mit Eiswasser
verdunnt und mit Dichlormethan (3 x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden je zweimal mit 1N HCI, gesattigter NaHCOs3- und gesattigter NaCl-
Ldsung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, das
Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (1. Saule: Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v, 2. Saule:

Petrolether/Ethylacetat 3:2 v/v) gereinigt.

Methode II: Die Reaktion wurde gemalR der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6
durchgefuhrt. Es wurden 3.00 g (7.69 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-
glucopyranose 157, 850 mg (9.23 mmol) Hydrazinacetat und 7 mL abs. DMF
eingesetzt. Die abschlieBende Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel mit

Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v als Eluent.
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Ausbeute: Methode I: 2.63 g (7.55 mmol, 59 %) eines 4 6 OAc
0]
farblosen Feststoffes; Methode II: 1.71 g (4.92 mmol, 64 %) Acgm
C
eines farblosen Feststoffes; Summenformel: C14H2001o; 3 OAc™ OH

Molgewicht: 348.3 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.62; Methode I:
Anomerenverhaltnis: o/f = 1:1; Methode Il: Anomerenverhaltnis: a/f = 4:1; [a]p?’=
+ 54.5° (c=1.0, CHCl5);

a-'H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.94, 1.96, 2.00, 2.01 (je s, je 3H, CHs-
Acetyl), 4.03-4.08 (m, 1H, H-6), 4.14-4.21 (m, 2H, H-5, H-6), 4.79 (dd, 1H, 3Juy =
10.4 Hz, 33y = 3.7 Hz, H-2), 5.00 (dd, 1H, 2Jun = 9.7 Hz, *Jun = 9.7 Hz, H-4), 5.37 (d,
1H, 3Jun = 3.7 Hz, H-1), 5.45 (dd, 1H, 3Juy = 9.7 Hz, 33y = 9.7 Hz, H-3).

a-"3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 20.5 (2 x CHs-Acetyl), 20.6 (CHs-Acetyl),
20.7 (CHs-Acetyl), 62.0 (C-6), 66.9 (C-3), 68.6 (C-4), 70.0 (C-2), 71.2 (C-5), 89.9 (C-
1), 169.8 (C=0), 170.3 (2 x C=0), 171.0 (C=0).

8.2.8.16. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyltrichloracet-
imidat 159

Unter Schutzgas wurden 2.00 g (5.74 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucopyranose
158 in 15 mL abs. Dichlormethan geldst. AnschlieRend wurden 1.66 mL (16.6 mmol)
Trichloracetonitrii und 1.30 g (9.41 mmol) Kaliumcarbonat zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde anschliel3end 2 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Zum
Abbruch der Reaktion wurde Uberschussiges Kaliumcarbonat abfiltriert, das
Lésungsmittel wurde abdestilliert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte
saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Diethylether 1:1 v/v als Eluent. Der

erhaltene Schaum wurde mit heissem Diethylether zur Kristallisation gebracht.

Ausbeute: 2.13 g (4.32 mmol, 75 %) eines farblosen

Feststoffes; Summenformel: CigH2CIsNO1o; Mol- , 6/00¢ NH

0]
gewicht: 492.69 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/ Ac/?Co > 1,07 ~cCly
Diethylether 1:1 v/v): 0.64; Anomerenverhéltnis: (- 3 OAc

anomerenrein; [a]p?°= + 8.0° (c=1.0, CHCl5);
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"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCl3): 2.01, 2.02, 2.04, 2.08 (je s, je 3H, CHs-Acetyl),
3.94 (ddd, 1H, 1H, 3Jun = 9.6 Hz, 3y = 4.3 Hz, Iy = 2.6 Hz, H-5), 4.16 (dd, 1H,
3Jun = 12.5 Hz, 2Juy = 2.6 Hz, H-6), 4.31 (dd, 1H, *Jun = 12.5 Hz, 3Juy = 4.3 Hz, H-6),
5.19-5.32 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 5.88 (d, 1H, 3Juy = 7.9 Hz, H-1), 8.71 (s, 1H, NH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 20.6 (CHz-Acetyl), 20.7 (2 x CHz-Acetyl), 20.8
(CHs-Acetyl), 61.7 (C-6), 68.1 (C-3), 70.4 (C-4), 72.8 (C-2), 72.9 (C-5), 95.7 (C-1),
161.1 (C=NH), 169.1, 169.5, 170.3, 170.8 (C=0).

8.2.8.17. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-trichloracet-
imidat 160

Unter Schutzgas wurden 2.00 g (5.74 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucopyranose
158 in 15 mL abs. Dichlormethan geldst. Anschliefiend wurden 1.66 mL (16.6 mmol)
Trichloracetonitrii und 1.30 g (9.41 mmol) Kaliumcarbonat zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde anschlieliend 2 Tage bei Raumtemperatur gerthrt. Zum
Abbruch der Reaktion wurde Uberschissiges Kaliumcarbonat abfiltriert, das
Losungsmittel wurde abdestilliert. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte

saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Diethylether 1:1 v/v als Eluent.

Ausbeute: 2.27 g (4.61 mmol, 80 %) eines farblosen 4 6 OAc o
5

Schaums; Summenformel: C1sH20CIsNO1o; Molgewicht: Acgcm

492.69 g/mol; DC: R;(Dichlormethan/Diethylether 1:1 v/v): 3 OAc

0.82; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]D2°= \ﬂ/
+101.2° (c=1.0, CHCI3);

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 1.95, 1.96, 1.98, 2.01 (je s, je 3H, CHs-Acetyl),
4.06 (dd, 1H, 1H, 23y = 12.3 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, H-6), 4.13-4.17 (m, 1H, H-5), 4.21
(dd, 1H, 2Jun = 12.3 Hz, 33y = 4.0 Hz, H-6), 5.05-5.14 (m, 2H, H-2, H-4), 5.50 (dd,
1H, 3Jun = 9.9 Hz, 3Juy = 9.9 Hz, H-3), 6.50 (d, 1H, *Juy = 3.8 Hz, H-1), 8.63 (s, 1H,
NH).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCl3): 20.5, 20.7 (CHs-Acetyl), 20.8 (2 x CHz-Acetyl),
61.5 (C-6), 68.0 (C-3), 69.9 (C-4), 70.0 (C-2), 70.2 (C-5), 93.1 (C-1), 160.9 (C=NH),
169.6, 169.9, 170.1, 170.6 (C=0).
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8.2.8.18. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-bromid 174

Zu einer Loésung aus 3.75 g (9.60 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-glucopyranose
157 in 15 mL abs. Dichlormethan wurden unter Ruhren und Eiskuhlung 8.44 mL
Bromwasserstoffsaure (33 % in Eisessig) tropfenweise hinzugefligt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 5 h bei dieser
Temperatur geruhrt. Zum Abbruch der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch in
150 mL Eiswasser gegossen und dreimal mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde anschlielend jeweils zweimal mit Wasser, gesattigter
NaHCOs- sowie gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die vereingten organischen
Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, das Loésungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde aus Diethylether

unkristallisiert.

Ausbeute: 3.55 g (8.63 mmol, 90 %) eines farblosen

OAc
Feststoffes; Summenformel: C4H19BrOo; Molgewicht: 411.2 O 42 5 0
C 2
g/mol; DC: R¢ (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.40; AcO > onal
Anomerenverhéltnis: a-anomerenrein; [a]p®’= + 192.1° (c=1.0, Br

CHCl)

a-'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 2.04, 2.05, 2.10, 2.11 (je s, je 3H, CHa-
Acetyl), 4.12-4.15 (m, 1H, H-6), 4.29-4.35 (m, 2H, H-5, H-6), 4.84 (dd, 1H, 3Jun = 9.7
Hz, 3Jun = 3.9 Hz, H-2), 5.16 (dd, 3Jun = 10.2 Hz, 3Juy = 9.6 Hz, H-4), 5.56 (dd, 1H,
33hn = 9.7 Hz, 33un = 9.6 Hz, H-3), 6.61 (d, 1H, 33y = 3.9 Hz, H-1).

a-"*C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.6 (2 x CHs-Acetyl), 20.7 (2 x CHs-Acetyl),
61.0 (C-6), 67.2 (C-4), 70.2 (C-2), 70.6 (C-5), 72.2 (C-3), 86.7 (C-1), 169.5 (C=0),
169.8 (2 x C=0), 170.5 (C=0).

HRMS (FAB): berechnet fur C14H19BrOg [M+H]: 411.0291, gefunden: 411.0274.

8.2.8.19. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-
1-phosphat 163

Es wurden 375 mg (1.08 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucopyranose 158

(synthetisiert nach Methode Il) in ca. 20 mL abs. Dichlormethan gel6st, anschliel3end
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wurden 188 mg (2.69 mmol) 1H-Tetrazol zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
tropfenweise mit 420 uL bis-(Benzyl)-N,N-Diisopropylphosphoramidit versetzt und
dann 2 h bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden
555 mg (3.23 mmol) 3-Chlorperbenzoesaure verwendet. Im 'H-NMR-Spektrum des
Rohgemisches konnte ein a:B-Verhaltnis von 4:1 bestimmt werden. Nach
saulenchromatographischer Reinigung am Chromatotron mit Dichlormethan und
Methanol (Gradiententrennung) konnten 63 % des a-Anomers und 16 % des B-

Anomers isoliert werden.

Ausbeute: 414 mg (0.680 mmol, 63 %) eines farblosen 46 OAc o

Ols; Summenformel: CysH330413P; Molgewicht: 608.53 ACA(?co 5 o
g/mol; DC: Ry (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.31; 8 OACO—'FI(OBn
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]p?°= + 63.0° (c= OBn
0.16, CHCIs);

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.88, 1.98, 2.00, 2.01 (je s, je 3H, CHas-
Acetyl), 3.92 (dd, 1H, 3Jun = 2.3 Hz, 2Jun = 12.5 Hz, H-6), 4.04 (ddd, 1H, 2Jun = 4.0
Hz, ®Jun = 2.3 Hz, 33y = 10.4 Hz, H-5), 4.15 (dd, 1H, 2Jun = 4.0 Hz, 23 = 12.5 Hz,
H-6), 4.95-4.99 (m, 1H, H-4), 5.05-5.12 (m, 5H, 2 x CH,-Benzyl, H-2), 5.47 (dd, 1H,
3Jun = 9.9 Hz, 2Jun = 9.9 Hz, H-3), 5.90 (dd, 1H, 2Jup = 6.9 Hz, *Juy = 3.6 Hz, H-1),
7.31-7.37 (m, 10H, Aryl).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.7 (CHs-Acetyl), 20.9 (CHs-Acetyl), 21.0 (2
x CHa-Acetyl), 61.6 (C-6), 68.1 (C-3), 67.2 (d, *Jcp = 2.9 Hz, C-2), 70.1 (C-4), 70.2 (d,
2Jcp = 4.7 Hz, CHy-Benzyl), 70.3 (d, 2Jcp = 4.5 Hz, CHy-Benzyl), 70.2 (C-5), 94.3 (d,
2Jcp = 5.3 Hz, C-1), 128.4 (C-Aryl), 128.5 (C-Aryl), 128.9 (2 x C-Aryl), 129.2 (2 x C-
Aryl), 169.8 (C=0), 170.2 (C=0), 170.4 (C=0), 170.9 (C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -1.42.

8.2.8.20. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl-
1-phosphat 161

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 (ll). Es
wurden 1.70 g (4.13 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucose-1-bromid 174, 2.07 g
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(7.43 mmol) Dibenzylphosphat, 2.11 g (7.64 mmol) Silbercarbonat, 10.0 g 3 A
Molsieb sowie 25 mL abs. Dichlormethan und 25 mL abs. Acetonitril eingesetzt.
Abweichend von AAV 7 (ll) wurde das Reaktionsgemisch 48 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die saulenchromatographische Reinigung erfolgte an Kieselgel mit

Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v als Eluent.

Ausbeute: 2.22 g (3.61 mmol, 87 %) eines farblosen
Ols; Summenformel: CysH33013P; Molgewicht: ACO 45 5 -0 O—E/OBn
608.53 g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v):  AcO > y ~OBn
0.41; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; [a]p?°=

-4.6° (c= 1.0, CHCly);

B-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.89, 2.00, 2.01, 2.03 (je s, je 3H, CHa-
Acetyl), 3.81 (ddd, 1H, 3Jun = 9.8 Hz, 3Juy = 4.8 Hz, Jpn = 2.2 Hz, H-5), 4.11 (dd, 1H,
33hn = 2.2 Hz, 2Juy = 12.5 Hz, H-6), 4.24 (dd, 1H, 2Juy = 4.8 Hz, 2Jun = 12.5 Hz, H-6),
5.01-5.15 (m, 6H, CHx-Benzyl, H-2, H-4), 5.22 (dd, 1H, *Juy = 9.4 Hz, *Juy = 9.4 Hz,
H-3), 5.35 (dd, 1H, *Jup = 7.6 Hz, 3Juy = 7.6 Hz, H-1), 7.29-7.36 (m, 10H, Aryl).

B-"*C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCl3): 20.5 (2 x CHa-Acetyl), 20.7 (2 x CHs-Acetyl),
61.7 (C-6), 69.8 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, CHy-Benzyl), 69.9 (d, 2Jcp = 5.2 Hz, CH,-Benzyl),
71.4 (d, 2Jcp = 8.8 Hz, C-2), 72.5 (C-3, C-4), 72.8 (C-5), 96.4 (d, 2Jcp = 4.4 Hz, C-1),
127.9 (C-Aryl), 128.1 (C-Aryl), 128.7 (C-Aryl), 128.8 (2 x C-Aryl), 135.3 (C-Aryl),
169.4 (C=0), 169.5 (C=0), 170.1 (C=0), 170.6 (C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -3.22.

8.2.8.21. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat

in Form des Monotriethylammoniumsalzes 190

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgefuhrt. Es
wurden 120 mg (0.197 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-
phosphat 163, 55 pL (39.9 mg, 0.394 mmol) Triethylamin und 20 mg Pd/C
eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 3 mL Dioxan verwendet, die Reaktionszeit

betrug 2 Stunden.
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Ausbeute: 96 mg (0.181 mmol, 92 %) eines farblosen OAG

Feststoffes; Summenformel: CyoH3sNO13P; Molgewicht: ACO 4 &~ ©

529.47 g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 1:2 v/v): AcO 3 oAc! (|3|/OH
0.15; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]D20= 0= 00

+90.4° (c= 1.0, MeOH);

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D-O): 1.23 (t, 9H, 3Juy = 7.3 Hz, CHs-NEts), 2.03,
2.05, 2.07, 2.08 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 3.15 (q, 6H, *Juy = 7.3 Hz, CH2-NEts), 4.13-
4.16 (m, 1H, H-6), 4.32-4.40 (m, 2H, H-5, H-6), 5.23 (ddd, 1H, Ju = 10.0 Hz, Iy =
3.3 Hz, “J4p = 2.1 Hz, H-2), 5.10 (dd, 1H, 3Juy = 9.8 Hz, 3Jun = 9.8 Hz, H-4), 5.44 (dd,
1H, 3Jun = 10.0 Hz, 3Juy = 9.8 Hz, H-3), 5.63 (dd, 1H, *Jup = 7.8 Hz, 3Juy = 3.5 Hz, H-
1).

a-"*C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, D,0): 8.6 (CHs-NEts), 20.4 (CHs-Acetyl), 20.5 (CHs-
Acetyl), 20.6 (2 x CHa-Acetyl), 47.0 (CH,-NEts), 62.1 (C-6), 68.2 (C-4), 68.4 (C-5),
70.8, 70.9 (C-2, C-3), 91.7 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-1), 173.1 (C=0), 173.2 (C=0), 173.7
(C=0), 174.1 (C=0).

¥P-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, D,0): 0.05.

8.2.8.22. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl-1-phosphat

in Form des Monotriethylammoniumsalzes 162

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgeflihrt. Es
wurden 2.10 (3.45 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl-
phosphat 161, 950 pL (698 mg, 6.90 mmol) Triethylamin und 400 mg Pd/C (in 2
Portionen) eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 35 mL Dioxan verwendet, die
Reaktionszeit betrug 2 Tage. Zur Abtrennung des Palladiums wurde Uber Celite

filtriert und zusatzlich zentrifugiert.

Ausbeute:1.79 g (3.38 mmol, 98 %) eines farblosen

Feststoffes; Summenformel: CyoH3sNO4sP; Mol- 4 6 OAc o
0]
gewicht: 529.47 g/mol; DC: R; (Dichlormethan/ AcO > O_l':',/OH
AcO ( ~o©
Methanol 7:2 v/v): 0.48; Anomerenverhdltnis: p- 3 OAc

anomerenrein; [a]p?%= + 6.4° (c= 1.0, MeOH);



Experimenteller Teil 179

B-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D;0): 1.28 (t, 9H, 3Juy = 7.4 Hz, CHas-NEts), 1.96,
1.99, 2.03, 2.05 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 3.03 (q, 6H, *Jun = 7.4 Hz, CH,-NEt3), 3.87
(ddd, 1H, 3Jpn = 10.1 Hz, *Jun = 3.8 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, H-5), 4.16 (dd, 1H, 2y = 12.2
Hz, 3Jun = 2.3 Hz, H-6), 4.25 (dd, 1H, 3Jun = 12.2 Hz, 3Jun = 3.8 Hz, H-6), 4.98 (dd,
1H, 3Jun = 9.7 Hz, 3Jun = 7.9 Hz, H-2), 5.09 (dd, 1H, 3Jun = 10.1 Hz, 3Jun = 10.1 Hz,
H-4), 5.22-5.27 (m, 2H, H-3, H-1).

B-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0O): 8.6 (CHs-NEts), 20.7 (2 x CHa-Acetyl), 20.9
(CHs-Acetyl), 21.0 (CHs-Acetyl), 45.6 (CH2-NEts), 62.0 (C-6), 68.5 (C-4), 71.8 (C-5),
72.0 (d, 3Jcp = 7.7 Hz, C-2), 73.1 (C-3), 95.7 (d, Jcp = 4.1 Hz, C-1), 169.8 (C=0),
170.2 (C=0), 170.3 (C=0), 170.9 (C=0).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, D,0): -2.39.

8.2.8.23. Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose 170

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5. Es
wurden 1.00 g (5.55 mmol) D-Mannose, 8.30 mL (9.04 g, 88.0 mmol) Essigsaure-
anhydrid und 12.0 mL Pyridin eingesetzt. Das Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch (Petrolether/Ethylacetat 10:1 v/v) an Kieselgel gereinigt.

OAc

Ausbeute: 1.65 g (4.23 mmol, 76 %) eines farblosen Ols; 4 /s OAc

-0
Summenformel: C4H22011; Molgewicht: 390.34 g/mol; Acgcmm

2
DC: R: (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.49, 3 OAc

(Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.40; Anomerenverhaltnis: o/f = 3:1; [a]p>°= + 32.0°
(c=1.0, CHCl)

a-"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 2.01, 2.06, 2.10, 2.17, 2.18 (je s, je 3H, CHa-
Acetyl), 4.04-4.06 (m, 1H, H-5), 4.11-4.13 (m, 1H, H-6), 4.26-4.31 (m, 1H, H-6), 5.26-
5.27 (m, 1H, H-2), 5.34-5.36 (m, 2H, H-3, H-4), 6.10 (d, 1H, 3Juy = 1.8 Hz, H-1).
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a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.9 (CHs-Acetyl), 21.0 (CHs-Acetyl), 21.1 (2
x CHs-Acetyl), 21.2 (CHs-Acetyl), 62.5 (C-6), 65.9 (C-4), 68.9 (C-2), 71.0 (C-3), 77.4
(C-5), 90.9 (C-1), 168.6 (2 x C=0), 169.0 (C=0), 169.2 (C=0), 170.0 (C=0).

8.2.8.24. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannopyranose 185

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefihrt. Es
wurden 2.00 g (5.12 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose 170, 566 mg
(6.15 mmol) Hydrazinacetat und 7 mL abs. DMF eingesetzt. Die abschlieRende
Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v als

Eluent.

Ausbeute: 1.28 g (3.67 mmol, 72 %) eines farblosen Ols;
Summenformel: C14H20010; Molgewicht: 348.3 g/mol; DC:
R¢ (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.43; Anomeren-

verhaltnis: a-anomerenrein; [a]p?’= + 18.3° (c=1.0, CHCls)

a-'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.98, 2.03, 2.09, 2.14 (je s, je 3H, CHa-
Acetyl), 3.88-4.13 (m, 1H, H-6), 4.21-4.26 (m, 2H, H-5, H-6), 5.22- 5.31 (m, 3H, H-1,
H-2, H-4), 5.40 (dd, 1H, 3Ju = 9.9 Hz, 3Juy = 3.1 Hz, H-3).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.7 (2 x CHs-Acetyl), 20.8 (CHs-Acetyl),
20.9 (CHs-Acetyl), 61.9 (C-6), 66.2 (C-5), 67.3 (C-4), 68.3 (C-2), 68.5 (C-3), 90.7 (C-
1), 170.3 (C=0), 170.4 (C=0), 170.6 (C=0), 170.8 (C=0).

8.2.8.25. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-bromid
172

Es wurden 5.00 g (12.8 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose 170 in
fein pulverisierter Form unter starkem Ruhren und Eiskihlung mit 11.25 mL
Bromwasserstoffsaure (33 % in Eisessig) versetzt. Die Reaktion wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 2 h geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Reaktionsgemisch in 20 mL Dichlormethan aufgenommen und unter Ruhren in
200 mL Eiswasser gegossen. Die organische Phase wurde schnell abgetrennt, die

wassrige Phase wurde zweimal mit Dichlormethan gewaschen. Die vereinigten
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organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Dichlormethan

wurde zundchst am Rotationsverdampfer, anschlieRend an der Olpumpe abdestilliert.

Ausbeute: 3.47 g (8.44 mmol, 66 %) eines gelblichen Ols;
Summenformel: C14H19BrOg; Molgewicht: 411.2 g/mol; DC: ac0
R¢ (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.38; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein; [a]p®= + 104.6° (c=1.0, CHCl3)

a-'H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCl3): 2.00, 2.07, 2.10, 2.17 (je s, je 3H, CHs-
Acetyl), 4.12 (dd, 1H, 3Jun = 2.3 Hz, 20y = 12.4 Hz, H-6), 4.15-4.24 (m, 1H, H-5),
4.32 (dd, 1H, 3Juy = 4.8 Hz, 20up = 12.4 Hz, H-6), 5.36 (t, 1H, *Juy = 10.2 Hz, H-4),
5.44 (dd, 1H, 2Juy = 3.6 Hz, 3Jun = 1.3 Hz, H-2), 5.73 (dd, 1H, 3Jun = 3.6 Hz, Iy =
10.2 Hz, H-3), 6.29 (d, 1H, 3Juy = 1.3 Hz, H-1).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.9 (2 x CHs-Acetyl), 21.0 (2 x CHz-Acetyl),
61.9 (C-6), 65.8 (C-4), 68.3 (C-2), 73.2 (C-3), 77.4 (C-5), 83.5 (C-1), 169.9 (2 x C=0),
170.1 (C=0), 170.9 (C=0).

8.2.8.26. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyra-
nosyl-1-phosphat 177

Methodel: Die Reaktionsdurchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 7(1). Es wurden 1.90 g (5.45 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-
mannopyranose 185, 26.2 mL Dicyanoimidazol (0.25 M in Acetonitril, 6.54 mmol),
2.70 mL (2.83 g, 8.18 mmol) bis-(Benzyl)-N,N-Diisopropylphosphoramidit und 10 mL
abs. Dichlormethan eingesetzt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden 1.41 g
(8.18 mmol) 3-Chlorperbenzoesdure verwendet. Dem 'H-NMR-Spektrum des
Rohgemisches zufolge war das Produkt als a-anomerenrein. Die abschliel3ende
Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat

1:1 v/v als Eluent.

Methode II: Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 7 (ll). Es wurden 3.18 g (7.75 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannopyranosyl-
1-bromid 172, 3.85 g (13.9 mmol) Dibenzylphosphat, 3.92 g (14.3 mmol)
Silbercarbonat, 15.0 g 3 A Molsieb sowie 45 mL abs. Dichlormethan und 45 mL abs.
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Acetonitril eingesetzt. Die saulenchromatographische Reinigung erfolgte an Kieselgel

mit Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v als Eluent.

Ausbeute: Methode I: 2.55 g (4.19 mmol, 77 %) eines
farblosen Ols; Methode Il: 3.26 g (5.36 mmol, 69 %)
eines farblosen Ols; Summenformel: CygH33013P;
Molgewicht: 608.53 g/mol; DC: R; (Petrolether/
Ethylacetat 1:1 v/v): 0.35; Anomerenverhaltnis: a-

anomerenrein; [a]p?°= + 40.2° (c=1.0, CHCl5)

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 1.99, 2.03, 2.04, 2.15 (je s, je 3H, CHa-
Acetyl), 3.92 (dd, 1H, 3Jun = 2.5 Hz, 2Juy = 12.6 Hz, H-6), 4.00-4.06 (m, 1H, H-5),
4.24-4.25 (m, 1H, H-6), 5.07-5.10 (m, 4H, 2 x CHz-Benzyl), 5.28-5.29 (m, 3H, H-2, H-
3, H-4), 5.60 (dd, 1H, *Jup = 6.5 Hz, 3Juy = 1.8 Hz, H-1), 7.34-7.37 (m, 10H, Aryl).

a-*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 20.6 (CHs-Acetyl), 20.7 (2 x CHa-Acetyl),
20.8 (CHs-Acetyl), 61.8 (C-6), 65.3 (C-4), 68.3 (C-3), 68.8 (d, %Jcp = 11.7 Hz, C-2),
69.9 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, CHy-Benzyl), 70.1 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, CHy-Benzyl), 70.3 (C-5),
94.7 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-1), 128.1 (2 x C-Aryl), 128.3 (C-Aryl), 128.8 (C-Aryl), 128.9
(2 x C-Aryl), 169.6 (2 x C=0), 169.7 (C=0), 170.5 (C=0).

¥IP-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, CDCls): -3.10.

8.2.8.27. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-phosphat

in Form des Monotriethylammoniumsalzes 180

Die Reaktion wurde gemal} der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgefuhrt. Es
wurden 1.00 g (1.64 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-
1-phosphat 177, 455 uL (332 mg, 3.28 mmol) Triethylamin, 10 mL Dioxan und
160 mg Pd/C eingesetzt.

Ausbeute: 852 mg (1.61 mmol, 98 %) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: CyoH3sNO13P; Molgewicht:
529.47 g/mol; DC: Ry (Dichlormethan/Methanol 7:2 v/v):

0.45; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]D2°= +
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25.0° (c= 1.0, MeOH);

a-"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,O): 1.36 (t, 9H, Jun = 7.3 Hz, CHa-NEts), 1.95,
2.02, 2.08, 2.13 (je s, je 3H, CHa-Acetyl), 3.10 (g, 6H, 3Jun = 7.3 Hz, CHo-NEts), 3.64-
3.68 (m, 1H, H-6), 3.80-4.37 (m, 4H, H-5, H-6, H-2, H-4), 5.54 (d, 1H, *Jup = 6.3 Hz,
H-1).

a-"*C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, D,0): 8.9 (CH3-NEts), 21.0 (CHs-Acetyl), 21.1 (CHa-
Acetyl), 21.2 (CHs-Acetyl), 21.3 (CHz-Acetyl), 46.1 (CH,-NEts), 62.6 (C-6), 66.4 (C-5),
69.3 (C-4), 69.7 (C-3), 77.4 (d, *Jcp = 9.2 Hz, C-2), 94.1 (d, *Jcp = 5.5 Hz, C-1), 171.7
(C=0), 171.8 (C=0), 171.9 (2 x C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -1.37;
8.2.8.28. Synthese von 1-O-Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactose 143

Unter Schutzgas wurden 3.00 g (15.5 mmol) 1-O-Methyl-a-D-galactose in 50 mL abs.
Dimethylformamid gelost, unter Rihren und Eiskihlung wurden 2.30 g (95.8 mmol)
Natriumhydrid zugegeben. Die Reaktion wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 1 h
geruhrt. Anschlief3iend wurden 9.50 mL (13.7 g, 80.3 mmol) Benzylbromid zugegeben
und das Reaktionsgemisch wurde uber Nacht bei Raumtemperatur gertuhrt. Zum
Abbruch der Reaktion wurden 10 mL MeOH unter Ruhren und Eiskihlung
tropfenweise zugegeben. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der
Ruckstand wurde in 50 mL Wasser aufgenommen. Die wassrige Phase wurde
dreimal mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, das LOsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 4:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 6.77 g (12.2 mmol, 79 %) eines leicht gelblichen 0(:3” OBn

Sirups; Summenformel: C3sH330s; Molgewicht: 554.67 >

BnO
g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 4:1 v/v): 0.28; fa OBn

OMe

N

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; [a]p?°= + 80.1° (c=1.0,
CHCly);
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"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.49 (s, 1H, OCHj3), 3.64 (d, 2H, *Juy = 6.4 Hz,
H-6), 4.00-4.06 (m, 3H, H-5, H-4, H-2), 4.15-4.25 (m, 1H, H-3), 4.94-4.61 (m, 2 H,
Benzyl-CH,), 4.69 (d, 1H, 2w = 11.4 Hz, Benzyl-CH,), 4.79-4.86 (m, 3H, Benzyl-
CH,, H-1), 4.93-4.98 (m, 2H, Benzyl-CH,), 5.07 (d, 1H, 2y = 11.4 Hz, Benzyl-CHy),
7.39-7.50 (m, 20 H, Aryl-H).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 55.4 (OCHg), 69.1 (C-6), 69.3 (C-5), 73.3, 73.5,
73.6, 74.8 (4 x Benzyl CHy), 75.2 (C-4), 76.5 (C-3), 79.2 (C-2), 98.9 (C-1), 127.5,
127.6, 127.7, 127.8, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 128.5 (Aryl-CH), 138.1, 138.5,
138.7, 138.9 (Aryl-Cy).

8.2.8.29. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-galactose 144

1-O-Methyl-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-a-D-galactose 143 (1.20 g, 2.16 mmol) wurde in
21.0 mL konzentrierter Essigsaure geldst und mit 4.32 mL (2 M) Trifluormethan-
sulfonsaure versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde auf 80°C erwarmt und 3 h bei
dieser Temperatur geruhrt. Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurde das
Reaktionsgemisch mit Dichlormethan verdinnt und je dreimal mit gesattiger
NaHCOs-Losung und Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, das Ldsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit Dichlormethan/Ethylacetat 10:1 v/v als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 767 mg (1.42 mmol, 66 %) eines farblosen Sirups; OBn OBn

Summenformel: C34H3506; Molgewicht: 540.65 g/mol; DC: 485 ~ 0
R (Dichlormethan/Ethylacetat 10:1 v/v): 0.26; Anomeren- BnO 3 OB; OH

verhaltnis: a:f = 1:1; [a]p?°= + 29.7° (c=1.0, CHCI5);

a-'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 3.47-3.63 (m, 3H, H-5, H-6), 4.39-4.46 (m,
3H, Benzyl-CH,, H-4, H-2), 4.57-4.62 (m, 1H, H-3), 4.65-4.85 (m, 6 H, Benzyl-CH,),
4.91-4.96 (m, 2H, Benzyl-CH,, H-1B), 5.28 (d, 3Jun = 3.6 Hz, H-1a), 7.25-7.37 (m, 20
H, Aryl-H).

a-"*C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 69.0 (Benzyl-CH,), 69.3 (C-6), 69.7 (C-5),
73.0, 73.7, 74.7 (3 x Benzyl CH,), 74.8 (C-4), 76.7 (C-3), 78.9 (C-2), 92.1 (C-1),
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127.6, 127.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.4, 128.5 (Aryl-CH),
138.0, 138.5, 138.8, 138.9 (Aryl-Cy).

8.2.8.30. Synthese von bis-(Thioethyl)-2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-galaktopyra-
nosyl-1-acetal 145

Es wurden 500 mg (0.925 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-benzyl-D-galactose 144 in 7.00 mL
Ethanthiol gelést und unter Rihren mit 1.00 mL Trifluoressigsaure versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion
wurde vorsichtig mit Natriumhydrogencarbonat versetzt, mit 20 mL Wasser verdunnt
und finfmal mit je 15 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, das LdOsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 4:1 v/v als Eluent gereinigt.

EtS.1SEt
) H—0Bn
Ausbeute: 278 mg (0.430 mmol, 46 %) eines hellgelben Ols; a0k
no—3—
Summenformel: C3sHi605S2; Molgewicht: 646.90 g/mol; DC: BnO—4_ 1
Ry (Petrolether/Ethylacetat 4:1 v/v): 0.47; H—50OH
6
—OBn

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.10-1.16 (m, 6H, 2 x Thioethyl-CHs), 2.56
(g, 2H, 334 = 4.0 Hz, Thioethyl-CH,), 2.58-2.65 (m, 2H, Thioethyl-CH,), 3.54-3.64
(m, 2H, H-5, H-6), 3.76 (dd, 1H, 2Jun = 6.8 Hz, Jun = 2.2 Hz, H-6), 3.95-4.04 (m, 2H,
H-3, H-4), 4.23-4.26 (m, 1H, H-2), 4.43-4.78 (m, 8H, 4 x Benzyl-CH,), 4.93 (d, 1H,
3Jun = 6.5 Hz, H-1), 7.27-7.33 (m, 20H, Aryl-H).

B3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 14.5 (2 x Thioethyl-CH3), 24.5, 24.8
(Thioethyl-CHy), 53.2 (C-1), 69.0 (C-5), 71.3 (C-6), 72.2, 72.7, 73.2, 73.8 (Benzyl-
CHy), 78.5 (C-3), 79.2 (C-4), 81.3 (C-2), 127.3, 127.4, 127.5, 127.7, 128.1, 128.2
(Aryl-CH), 138.3, 138.5, 138.6, 138.8 (Aryl-Cy).

8.2.8.31. Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactose 138

Zu einer Suspension aus 5.00 g (27.8 mmol) D-Galactose in 100 mL Aceton wurden
3.50 mL konz. Schwefelsdure gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde solange bei
Raumtemperatur geruhrt bis eine klare Losung entstand. Die Losung wurde mit

wassriger Ammoniak-Losung (25 %) neutralisiert, das Losungsmittel wurde am
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Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde saulenchromatographisch an

Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 1:5 v/v gereinigt.

Ausbeute: 5.39 g (20.7 mmol, 75 %) eines farblosen Ols;
Summenformel: C,H»,0s; Molgewicht: 260.28 g/mol; DC:
R¢ (Petrolether/Ethylacetat 1:5 v/v): 0.58; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein;

'"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.27 (s, 6 H, 2 x Isopropyliden-CHs), 1.33,
1.44 (je s, je 3H, Isopropyliden-CHs), 3.39-3.51 (m, 2H, H-5, H-6), 3.68 (ddd, 1H, 2Ju
= 6.6 Hz, *Jun = 6.6 Hz, *Juy = 1.8 Hz, H-6), 4.22 (dd, 1H, *Juy = 7.9 Hz, 33y = 1.8
Hz, H-4), 4.30 (dd, 1H, 3Jun = 5.1 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, H-2), 4.56 (dd, 1H, Iy = 7.9
Hz, 3Jun = 2.3 Hz, H-3), 4.68 (m, 1H, OH), 5.43 (d, 1H, *Juy = 5.1 Hz, H-1).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 25.2, 25.7, 26.7, 26.8 (Isopropyliden-CHs),
60.1 (C-6), 65.5 (C-5), 68.5 (C-2), 68.6 (C-3), 70.4 (C-4), 95.8 (C-1), 108.0, 108.4
(Isopropyliden-C).

HRMS (FAB): berechnet fiir C1,H2006 [M+H]: 261.1338, gefunden: 261.1335.
8.2.8.32. Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-tosyl-a-D-galactose 139

Es wurden 500 mg (1.92 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-a-D-galactose 138 in
7 mL abs. Pyridin gelést, nach Zugabe von 550 mg (2.88 mmol) para-
Toluolsulfonylchlorid wurde das Reaktionsgemisch unter Ruhren auf 60°C erwarmt.
Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde das Reaktionsgemisch in 200 mL
Eiswasser gegossen. Der Niederschlag wurde abfiltriert, das Rohprodukt wurde aus

Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 551 mg (1.33 mmol, 69 %) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: Ci9H260sS; Molgewicht:
414.47 g/mol; DC: R (Petrolether/Ethylacetat 1:2 v/v): 0.41;

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein;
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'"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.23, 1.26, 1.27, 1.38, (je s, je 3H,
Isopropyliden-CHj3), 2.42 (s, 3H, Tosyl-CH3), 3.85-3.96 (m, 2H, H-6), 4.15 (dd, 1H,
3Jun = 9.0 Hz, *Jun = 3.3 Hz, H-5), 4.20 (dd, 1H, *Jun = 9.0 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, H-4),
4.35 (dd, 1H, 2Jun = 8.0 Hz, 3Juy = 5.0 Hz, H-2), 4.58 (dd, 1H, 3Jun = 8.0 Hz, 3Juy =
2.3 Hz, H-3), 5.42 (d, 1H, 3Jun = 5.0 Hz, H-1), 7.49 (d, 2H, %Juy = 8.1 Hz, Aryl-H),
7.80 (d, 2H, 3Juy = 8.1 Hz, Aryl-H).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 21.5 (Tosyl-CHs), 24.5, 25.1, 26.0, 26.1
(Isopropyliden-CHs), 66.0 (C-5), 69.5 (C-6), 69.8 (C-2), 70.2 (C-3), 70.3 (C-4), 95.8
(C-1), 108.4, 109.0 (Isopropyliden-Cg), 128.0, 130.6 (je 2 x Aryl-CH), 132.4, 145.4
(Aryl-Cg).

HRMS (FAB): berechnet fur CyoH260sS [M+H]: 415.1427, gefunden: 415.1420.
8.2.8.33. Synthese von 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-desoxy-a-D-galactose 140

Es wurden 300 mg (0.720 mmol) 1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-tosyl-a-D-galactose
139 in 5 mL abs. Dimethylsulfoxid geldst. Zu dieser Losung wurden in 2 Portionen
218 mg (5.76 mmol) Natriumborhydrid gegeben, die Suspension wurde 8 Stunden
unter Rickfluss zum Sieden erhitzt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde
die Reaktion auf Raumtemperatur abgekihlt und langsam in 20 mL kaltes Wasser
gegossen. Die wassrige Phase wurde funfmal mit Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, das
Lésungsmittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde aus

Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 127 mg (0.520 mmol, 72 %) eines farblosen Ols;
Summenformel: C,H2,05; Molgewicht: 244.28 g/mol; DC:
R¢ (Petrolether/Ethylacetat 1:2 v/v): 0.33; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein; [a]p®= -52.2° (c=1.0, CHCl5);

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.05 (d, 3H, Jun = 6.6 Hz, CHs), 1.22, 1.24,
1.30, 1.38 (je s, je 3H, Isopropyliden-CHs), 3.73-3.79 (m, 1H, H-5), 4.01 (dd, 1H, 3Ju
= 8.0 Hz, 3Juy = 1.8 Hz, H-4), 4.24 (dd, 1H, Jun = 5.1 Hz, Jun = 2.3 Hz, H-2), 4.50
(dd, 1H, 3Juy = 8.0 Hz, 2Jun = 2.3 Hz, H-3), 5.36 (d, 1H, 2Jun = 5.1 Hz, H-1).
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BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 16.2 (C-6), 25.1, 25.8, 26.2, 28.0
(Isopropyliden-CHjs), 63.0 (C-5), 68.5 (C-3), 68.6 (C-2), 70.4 (C-4), 96.2 (C-1), 108.2,
108.6 (Isopropyliden-Cy).

8.2.8.34. Synthese von 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lacton 203

Zu einer Suspension aus 4.00 g (22.5 mmol) D-Gulono-y-lacton in 150 mL abs. Aceton
wurden 0.2 mL konz. Schwefelsaure und 9.00 g wasserfreies Natriumsulfat gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde 3 d unter Rickfluss erhitzt. Zum Abbruch der Reaktion
wurde diese auf Raumtemperatur abgekihlt und mit konz. Ammoniaklésung
neutralisiert. Das entstandene Ammoniumsulfat sowie das Natriumsulfat wurden
abfiltriert und das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert. Der
Ruckstand wurde in 40 mL Chloroform aufgenommen, das unldsliche Monoacetonid
2,3-O-isopropyliden-D-gulono-y-lacton wurde abfiltriert. Die Lésung wurde auf die
Halfte des ursprunglichen Volumens eingeengt, dabei ausfallendes Monoacetonid
wurde erneut abfiltriert. AnschlieRend wurde fast bis zur Trockne eingeengt und das
Produkt wurde durch tropfenweise Zugabe von Petrolether ausgefallt. Nach Filtration
wurde das Produkt in 2 Fraktionen in reiner Form erhalten. Das als Nebenprodukt

entstandene Monoacetonid wurde erneut umgesetzt.

Ausbeute: 3.85 g (149 mmol, 66 %) eines farblosen j\o

YPAONY
Feststoffes; Summenformel: Ci;H1sOs; Molgewicht: 258.27 o ©
32 12
g/mol; DC: Rt (Dichlormethan/Methanol 5:1 v/v): 0.80; [a]p*= o 0o
- 63.2° (c=1.0, CHCl3); ><

"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.38, 1.40, 1.47, 1.48 (je s, je 3H, Isopropyliden-
CHs), 3.82 (dd, 1H, 3Jun = 6.1 Hz, 234y = 8.9 Hz, H-6), 4.22 (dd, 1H, Juy = 6.2 Hz,
2Jun = 8.9 Hz, H-6), 4.40-4.48 (m, 2H, H-2, H-5), 4.74 (dd, 1H, *Jun = 5.6 Hz, 3Juy =
3.3 Hz, H-4), 4.83 (d, 1H, 3Juy = 4.8 Hz, H-3).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 25.3, 26.0, 26.8, 26.9 (4 x Isopropyliden-CHs),
65.3 (C-6), 75.4 (C-5), 75.9 (C-4), 76.2 (C-3), 81.0 (C-2), 110.6, 114.8 (2 x
Isopropyliden-Cg), 173.1 (C-1).
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8.2.8.35. Synthese von 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lactol 204

Eine Losung aus 2.30 g (8.91 mmol) 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lacton
203 in 25 mL abs. Toluol wurde auf -78 °C abgekuhlt und tropfenweise mit 12.0 mL
(17.8 mmol, 1.5 M in Toluol) DIBAL-H versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde noch
1.5 h bei -78 °C gerihrt, danach wurde auf Raumtemperatur erwarmt. Zum Abbruch
der Reaktion wurde diese unter Eiskuhlung mit 20 mL Methanol versetzt,
anschlielfend wurde mit 1N Salzsaure neutralisiert. Das Ldsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand wurde in Ethylacetat und Wasser (je
30 mL) aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase wurde
mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

(Ethylacetat Petrolether 10:1 v/v + 0.1 % NEt3) an Kieselgel gereinigt.

Ausbeute: 1.21 g (4.65 mmol, 52 %) eines farblosen j\o o
4 1.H
Feststoffes; Summenformel: C12H200s; Molgewicht: 260.28 5 ‘

6 H OH
g/mol; DC: R; (Ethylacetat/Petrolether 10:1 v/v): 0.47; S

3\ ~
0] 0]

X
"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.21, 1.27, 1.32, 1.34
(je s, je 3H, Isopropyliden-CHs), 3.73 (dd, 1H, *Juy = 7.4 Hz, 23y = 8.3 Hz, H-6), 3.93
(dd, 1H, 3Jun = 8.1 Hz, 3Juy = 3.8 Hz, H-4), 4.03 (dd, 1H, 3Juy = 6.6 Hz, 2Jpyy = 8.3 Hz,
H-6), 4.10-4.15 (m, 1H, H-5), 4.44 (d, 1H, *Juu = 5.8 Hz, H-2), 4.74 (dd, 1H, 3Juy =
5.8 Hz, *Jun = 3.8 Hz, H-3), 5.18 (d, 1H, 3Juy = 4.8 Hz, H-1), 6.42 (d, 1H, *Juy = 3.8
Hz, OH).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-d¢): 24.9, 25.8, 26.2, 26.9 (4 x Isopropyliden-
CHs), 65.7 (C-6), 75.7 (C-5), 80.0 (C-3), 81.5 (C-4), 85.7 (C-2), 100.6 (C-1), 109.0,
111.9 (2 x Isopropyliden-C,).

HRMS (FAB): berechnet fiir C1,H2106 [M+H]: 261.1338, gefunden: 261.1345.

8.2.8.36. Synthese von 1-O-Methyl-2,3:5,6-di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lactol
205

Es wurden 1.80 g (6.92 mmol) 2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulono-y-lactol 204 in
20 mL abs. THF gelost und mit 700 mg (12.5 mmol) Kaliumhydroxid und 74.0 mg
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(0.280 mmol) 18-Krone-6 versetzt. AnschlieRend wurden 0.480 mL (1.08 g,
7.61 mmol) Methyliodid hinzugefligt. Die Reaktionslésung wurde 2 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Der Reaktionsverlauf wurde dunnschichtchromato-
graphisch verfolgt (Petrolether Ethylacetat 7:3 v/v). Nach vollstandigem Umsatz
wurde die Reaktion mit Dichlormethan versetzt und dreimal mit Wasser gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

(Petrolether Ethylacetat 7:3 v/v) an Kieselgel gereinigt.

Ausbeute: 1.54 g (5.61 mmol, 81 %) eines farblosen o

Feststoffes; Summenformel: C13H2,06; Molgewicht: 274.31 O\ OunH
g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 7:3 v/v): 0.78; [a]p*°= °H s\—1> OCHs
+68.5° (c=1.0, CHCl3); OXO

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 1.22, 1.28, 1.33, 1.35 (je s, je 3H,
Isopropyliden-CHs), 3.23 (s, 1H, OCHs), 3.73 (dd, 1H, 3Juy = 7.3 Hz, 2Jun = 8.4 Hz,
H-6), 3.77 (dd, 1H, 3Jun = 8.2 Hz, %3y = 3.8 Hz, H-4), 4.02 (dd, 1H, 3Juy = 6.6 Hz,
2Jun = 8.4 Hz, H-6), 4.12-4.18 (m, 1H, H-5), 4.51 (d, 1H, 3Juu = 5.8 Hz, H-2), 4.75
(dd, 1H, 3Jun = 5.8 Hz, 3Jun = 3.8 Hz, H-3), 4.88 (s, 1H, H-1).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 24.5, 25.5, 25.8, 26.6 (4 x Isopropyliden-
CHs;), 54.0 (OCHs3), 65.2 (C-6), 75.2 (C-5), 79.3 (C-3), 81.5 (C-4), 85.2 (C-2), 106.5
(C-1), 108.7, 111.8 (2 x Isopropyliden-Cg).

HRMS (FAB): berechnet fur C13H2306 [M+H]: 275.1495, gefunden: 275.1495.
8.2.8.37. Synthese von 1-O-Methyl-2,3-O-isopropyliden-D-gulono-y-lactol 206

Es wurden 100 mg (0.360 mmol) 1-O-Methyl-2,3:5,6-di-O-isopropyliden-D-gulono-y-
lactol 205 in einem Gemisch aus 2.0 mL konz. Essigsaure und 0.5 mL Wasser
gelost. Die Reaktionslosung wurde uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 77.5 mg (0.331 mmol, 92 %) eines farblosen HO
Feststoffes; Summenformel: C1oH1sOs; Molgewicht: 234.25 HO - 5 Oy M

H OCH
g/mol; DC: Ry (Ethylacetat v/v): 0.28: [a]o®= - 89.3° (c=1.0, : 'é >

MeOH); ><

'"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 1.23, 1.34 (je s, je 3H, Isopropyliden-CHs),
3.22 (s, 1H, OCHa), 3.43 (dd, 1H, 3Juy = 5.3 Hz, 2Juy = 11.3 Hz, H-6), 3.51 (dd, 1H,
*Jun = 2.6 Hz, 2Jpn = 11.3 Hz, H-6), 3.67-3.68 (m, 1H, H-5), 3.75 (dd, 1H, 3Juy = 8.4
Hz, ®Jun = 3.3 Hz, H-4), 4.49 (d, 1H, Jun = 6.0 Hz, H-2), 4.75 (dd, 1H, Jun = 6.0 Hz,
3Jun = 3.3 Hz, H-3), 4.81 (s, 1H, H-1).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 25.0, 26.4 (2 x Isopropyliden-CH3), 54.1
(OCHs), 63.1 (C-6), 70.8 (C-5), 79.5 (C-3), 81.0 (C-4), 85.0 (C-2), 106.3 (C-1), 111.7
(Isopropyliden-C).

HRMS (FAB): berechnet fur C1oH180s [M+H]: 235.1182, gefunden: 235.1181.

8.2.8.38. Synthese von 1-O-Methyl-2,3-O-isopropyliden-5,6-di-O-methyl-
sulfonyl-D-gulonolactol 207

Zu einer Lésung aus 800 mg (3.42 mmol) 1-O-Methyl-2,3-O-isopropyliden-D-gulono-
y-lactol 206 in 15 mL abs. Pyridin wurden unter Eiskuhlung tropfenweise 1.60 mL
(2.29 g, 20 mmol) zuvor destilliertes Methansulfonylchlorid gegeben. Die Reaktion
wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 2 h bei dieser Temperatur gerihrt. Zum
Abbruch der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch in Eiswasser gegossen und
30 min geruhrt. Die auf Raumtemperatur erwarmte wassrige Phase wurde dreimal
mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde zweimal mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung und dann einmal mit Wasser gewaschen. Nach
Trocknung Uber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es
wurde mehrmals mit Toluol codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr vorhanden war.

Abschlie3end wurde zweimal mit Dichlormethan coevaporiert.
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Ausbeute: 1.56 g eines noch verunreinigten gelblichen Ols; MsO

@)
Summenformel: C12H22,010S,; Molgewicht: 390.43 g/mol; MsO 5> 1o
6 H”\__/, OCHs

DC: R: (Ethylacetat v/v): 0.54; [a]p®= + 0.11° (c=1.0, 2
CHCls); ><

'"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 1.29, 1.45 (je s, je 3H, Isopropyliden-CHs),
3.10, 3.14 (je s, je 3H, Mesyl-CH3), 3.31 (s, 1H, OCH3), 4.22 (dd, 1H, %Juy = 8.6 Hz,
3Jun = 3.6 Hz, H-4), 4.54-4.64 (m, 3H, H-2, H-6), 4.77 (dd, 1H, *Ju4 = 5.8 Hz, 3Juy =
3.6 Hz, H-3), 4.93 (s, 1H, H-1), 4.99 (ddd, 1H, 3Juy = 8.6 Hz, Jun = 3.3 Hz, %3y = 2.8
Hz, H-5).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 24.6, 26.1 (2 x Isopropyliden-CHs), 37.7
(Mesyl-CH3), 38.6 (Mesyl-CH3), 54.9 (OCHj3), 68.8 (C-6), 77.8 (C-5), 78.8 (C-3), 79.3
(C-4), 85.2 (C-2), 107.2 (C-1), 113.4 (Isopropyliden-Cq).

8.2.8.39. Synthese von 1-O-Methyl-2,3-O-isopropyliden-6-deoxy-D-gulonolactol
208

Es wurden 1.20 g (3.07 mmol) des rohen 1-O-Methyl-2,3-O-isopropyliden-5,6-di-O-
methylsulfonyl-D-gulonolactols 207 in einem Gemisch aus 15 mL Benzol und 30 mL
Diethylether gelést. Zu dieser Loésung wurden 817 mg (21.5 mmol)
Lithiumaluminiumhydrid gegeben, die Suspension wurde 7 d unter Ruckfluss zum
Sieden erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde dunnschichtchromatographisch
(Ethylacetat Petrolether 1:1 v/v) verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde die
Reaktion auf 0°C abgekuhlt und vorsichtig mit 2 mL Wasser und 3 mL 1N
Natriumhydroxidlosung versetzt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und mit
Diethylether gewaschen. Das Lodsungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt, das Rohprodukt wurde aus Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 488 mg (2.24 mmol, 73 %) eines gelblichen OH
0]
Feststoffes; Summenformel: C1oH1sO0s; Molgewicht: 218.25 ¢ H5 5 1‘\\(H)CH
6
g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.21; [a]p?°= 30; ;02 ’

-90.1° (¢=1.0, CHCl3); ><
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"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.09 (d, 1H, 3Juy = 6.3 Hz, CHa), 1.23, 1.34
(je s, je 3H, Isopropyliden-CHs), 3.22 (s, 1H, OCHs), 3.54 (dd, 1H, 3Juy = 8.4 Hz, 3Jun
= 3.6 Hz, H-4), 3.75-3.81 (m, 1H, H-5), 4.48 (d, 1H, *Juu = 5.8 Hz, H-2), 4.65 (dd, 1H,
3Jun = 5.8 Hz, *Jun = 3.6 Hz, H-3), 4.81 (s, 1H, H-1).

3C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 19.8 (C-6), 25.0, 26.4 (4 x Isopropyliden-
CHs), 54.1 (OCHj3), 65.3 (C-5), 79.8 (C-3), 84.9 (C-2), 85.1 (C-4), 106.5 (C-1), 111.7
(Isopropyliden-C).

8.2.8.40. Synthese von 6-deoxy-D-gulose 209

Es wurden 1.00 g (458 mmol) 1-O-Methyl-2,3-O-isopropyliden-6-deoxy-D-
gulonolactol 208 in 12 mL Acetonitril und 12 mL Wasser gelost und mit sechs
Tropfen rauchender Salzsaure versetzt. Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch
mit einem HeiBluftfdn solange zum Sieden erhitzt, bis die Isopropyliden-Gruppe
abgespalten war (dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung Petrolether
Ethylacetat 2:1 v/v). Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung neutralisiert. Nach Gefriertrocknung wurde das
Rohprodukt saulenchromatographisch an RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent

gereinigt.

Ausbeute: 632 mg (3.85 mmol, 84 %) eines farblosen OHs
Feststoffes; Summenformel: CioH:.0s; Molgewicht: 164.16 4 H305 O
g/mol; DC: Ry (Dichlormethan/Methanol 1:1 v/v): 0.12; [a]p*’= 3Y~ 2 00 OH
+66.5° (c=1.0, MeOH); OH

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D,0): 1.24 (d, 1H, 3Juy = 6.6 Hz, CHa3), 3.60 (dd, 1H,
3 = 8.5 Hz, 3Juy = 3.6 Hz, H-2), 3.66 (dd, 1H, *Juy = 3.6 Hz, *Juy = 0.9 Hz, H-4),
4.11 (dd, 1H, 3Jpn = 3.6 Hz, 2Jup = 3.6 Hz, H-3), 4.13-4.14 (m, 1H, H-5), 4.88 (d, 1H,
*Jun = 8.5 Hz, H-1).

BC-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, D,O): 15.6 (C-6), 65.3 (C-5), 67.0 (C-2), 71.9 (C-3),
72.3 (C-4), 94.0 (C-1).
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8.2.8.41. Synthese von 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-deoxy-D-gulose 210

Die Durchflhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5.

Es wurden 600 mg (3.65 mmol) 6-deoxy-D-gulose 209, geldst in 8 mL Pyridin und
41 mL (447 g, 43.9 mmol) Essigsaureanhydrid, eingesetzt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (Petrolether
Ethylacetat 2:1 v/v)

Ausbeute: 965 mg (2.90 mmol, 80 %) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: Ci4H,00O9; Molgewicht: 332.3
g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 2:1 v/v): 0.40;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.20 (d, 1H, 3Jy4 = 6.7 Hz, CHs), 2.00, 2.12,
2.14, 2.18 (je s, je 3H, CHa-Acetyl), 4.27 (dq, 1H, Ju = 6.7 Hz, *Juy = 1.4 Hz, H-5),
4.87 (dd, 1H, *Jun = 3.5 Hz, *Juy = 1.4 Hz, H-4), 5.10 (dd, 1H, 3Jpy = 8.8 Hz, Iy =
3.5 Hz, H-2), 5.40 (dd, 1H, 3Jun = 3.5 Hz, 3Jun = 3.5 Hz, H-3), 5.99 (d, 1H, 3J4y = 8.8
Hz, H-1).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 16.1 (C-6), 21.0 (CHs-Acetyl), 21.1 (2 x CHa-
Acetyl), 21.3 (CHs-Acetyl), 67.8 (C-2), 68.4 (C-3), 70.1 (C-5), 70.5 (C-4), 90.4 (C-1),
169.4 (C=0), 169.8 (2 x C=0), 170.1 (C=0).

8.2.8.42. Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-D-gulose 211

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefihrt. Es
wurden 930 mg (2.80 mmol) 1,2,3,4-Tetra-O-acetyl-6-deoxy-D-gulose 210, 313 mg
(3.40 mmol) Hydrazinacetat und 2.5 mL abs. DMF eingesetzt. Die abschlieRende
Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel mit Petrolether/Ethylacetat 1:1 v/v als

Eluent.

Ausbeute: 436 mg (1.50 mmol, 54 %) eines; Summenformel: OAcg
C12H1s0s; Molgewicht: 290.27 g/mol; DC: R; (Petrolether/
Ethylacetat 1:1 v/v): 0.28; Anomerenverhaltnis: a/f = 1:4

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.20 (d, 1H, 3Ju4 = 6.5 Hz, CH3), 2.07, 2.14,
2.18 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 4.15 (dq, 1H, %Jun = 6.5 Hz, Jun = 1.3 Hz, H-5), 4.85
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(dd, 1H, 3Jun = 3.4 Hz, 3Jun = 1.3 Hz, H-4), 4.93 (dd, 1H, 3Juy = 8.3 Hz, ®Jpy = 3.4 Hz,
H-2), 5.00 (d, 1H, Jun = 8.3 Hz, H-1), 5.34 (dd, 1H, 3Juy = 3.4 Hz, 3Juy = 3.4 Hz, H-
3).

3C-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 16.0 (C-6), 20.9 (3 x CHs-Acetyl), 68.7 (C-5),
69.3 (C-3), 70.5 (C-4), 70.7 (C-2), 93.2 (C-1), 169.1 (C=0), 169.9 (C=0), 170.9
(C=0).

8.2.8.43. Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-D-gulose 213

Die Reaktionsdurchfluihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift
AAV 7(l). Es wurden 400 mg (1.38 mmol) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-D-gulose 211,
6.60 mL Dicyanoimidazol (0.25 M in Acetonitril, 1.66 mmol), 681 pL (715 mg,
2.07 mmol)  bis-(Benzyl)-N,N-Diisopropylphosphoramidit und 20 mL abs.
Dichlormethan eingesetzt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden 476 mg
(2.76 mmol) 3-Chlorperbenzoesaure verwendet. Nach saulenchromatographischer
Reinigung mit Petrolether/Ethylacetat 3:2 v/v konnten 8 % des a-Anomers und 62 %
des B-Anomers isoliert werden. In der Folgereaktion wurde lediglich das B-Anomer

umgesetzt.

Ausbeute: 474 mg (0.861 mmol, 62 %) eines;
Summenformel: CyH3101/P; Molgewicht: 550.49
g/mol; DC: R; (Petrolether/Ethylacetat 3:2 v/v): 0.35;

Anomerenverhaltnis: f-anomerenrein

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.12 (d, 1H, 3Ju4 = 6.5 Hz, CH3), 1.80, 2.06,
2.12 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 4.18 (dq, 1H, ®Juy = 6.5 Hz, 2Jun = 1.3 Hz, H-5), 4.79
(dd, 1H, *Jun = 3.8 Hz, 3Jun = 1.3 Hz, H-4), 4.96-5.06 (m, 5H, 2 x CH,-Benzyl), 5.30-
5.32 (m, 1H, H-3), 5.56 (dd, 1H, 3Jup = 8.5 Hz, 3Juy = 7.0 Hz, H-1), 7.22-7.24 (m,
10H, Aryl).

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 15.9 (C-6), 20.6 (CHs-Acetyl), 20.8 (CHa-
Acetyl), 20.9 (CHs-Acetyl), 68.2 (C-3), 68.5 (d, 3Jcp = 9.6 Hz, C-2), 69.5 (d, 2Jcp = 2.2
Hz, CH,-Benzyl), 69.6 (d, 2Jcp = 2.2 Hz, CH,-Benzyl), 70.0 (C-4), 70.2 (C-5), 95.1 (d,
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2Jcp = 4.4 Hz, C-1), 127.8 (C-Aryl), 128.0 (C-Aryl), 128.7 (2 x C-Aryl), 135.8 (2 x C-
Aryl), 169.2 (C=0), 169.6 (C=0), 169.9 (C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): -2.72.

MS (FAB): berechnet flr CysH3,011P [M+H]: 551.2, gefunden: 551.2.

8.2.8.44. Synthese von 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-D-gulopyranosyl-1-phosphat

in Form des Triethylammoniumsalzes 214

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgeflihrt. Es
wurden 400 mg (0.727 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-D-gulose 213,
202 pyL (148 mg, 1.46 mmol) Triethylamin und 80 mg Pd/C eingesetzt. Als
Lésungsmittel wurden 10 mL Dioxan verwendet, die Reaktionszeit betrug 14 h. Zur

Abtrennung des Palladiums wurde uber Celite filtriert und zusatzlich zentrifugiert.

Ausbeute: 243 mg (0.515 mmol, 71 %) eines farblosen

Feststoffes; Summenformel: CigH3;NO¢4P; Mol- Ol_/?%e o
gewicht: 471.44 g/mol; DC: R: (iso-Propanol/ 4\%0_%1/0H
Ammoniumacetat 2:1 v/v): 0.82; Anomerenverhaltnis: 3 ? 0Ac "o®
B-anomerenrein; [a]p®°= + 22.0° (c=1.0, CHCl5); O

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, D;0): 1.19 (d, 3H, 3Jun = 6.5 Hz, CHs), 1.26 (t, 9H, 3Jun
= 7.3 Hz, CHs-NEt3), 2.07, 2.18, 2.20 (je s, je 3H, CHs-Acetyl), 3.18 (q, 6H, Juy = 7.3
Hz, CH,-NEts) 4.37 (q, 1H, %Jun = 6.5 Hz, H-5), 4.90 (d, 1H, Jun = 3.5 Hz, H-4), 4.91
(dd, 1H, *Juy = 8.3 Hz, 2Jun = 3.5 Hz, H-2), 5.37 (dd, 1H, Juy = 3.5 Hz, 3Juy = 3.5 Hz,
H-3), 5.43 (dd, 1H, Jup = 8.3 Hz, *Jyy = 8.3 Hz, H-1).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0): 8.3 (CHs-NEts), 14.8 (C-6), 20.1 (CHa-Acetyl),
20.2 (CHs-Acetyl), 20.3 (CHs-Acetyl), 46.7 (CH,-NEts), 68.1 (C-3), 69.2 (d, 2Jcp = 8.1
Hz, C-2), 69.8 (C-5), 70.6 (C-4), 93.5 (d, 2Jcp = 4.1 Hz, C-1), 172.7 (C=0), 172.9 (2 x
C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D,0): -1.21.
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8.2.9. Synthese der Nucleosiddiphosphatpyranosen

8.2.9.1. Synthese von 2-Desoxy-thymidindiphosphat-a-D-galactose 240

Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9. Es
wurden 100 mg (0.209 mmol) 5-Nitro-cycloSal-3'OAcdT-monophosphat 126, 133 mg
(0.251 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyranosyl-1-phosphat 191 und 5 mL
abs. DMF verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei 50°C geruhrt.

Ausbeute: 89.0 mg (0.116 mmol, 56 %)

eines farblosen Feststoffes; Summen-

4 5 -0
formel: CgsHseN4O12P2;  Molgewicht: o A 90 2l 4°NH
3 OH| p 6 E&
|

766.71 g/mol; DC: R; (iso-Propanol/ oo Mo i NT X0
0]

Ammoniumacetat 211 v/iv):  0.56; % % o .

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; 2gNEt3 S'OH 2

"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, D,0): 1.29 (t, 18H, *Jun = 7.4 Hz, 2 x CH3-NEt3), 1.94 (d,
3H, *Jun = 1.0 Hz, Thymin-CHs), 2.37-2.44 (m, 2H, H-2"), 3.21 (q, 12H, 3Jun = 7.4 Hz,
2 x CHy-NEts), 3.71-3.83 (m, 3H, H-5, H-6), 3.93 (dd, 1H, 3Juy = 10.3 Hz, 3Juy = 3.0
Hz, H-3), 4.04 (d, 1H, 3Jup = 3.0 Hz, H-4), 4.19-4.20 (m, 4H, H-2, H-4’, H-5), 4.63 (m,
1H, H-3'), 5.65 (dd, 1H, Jup = 7.3 Hz, Iy = 3.8 Hz, H-1), 6.36 (dd, 1H, 2Juy = 6.5
Hz, 3Jun = 6.5 Hz, H-1°), 7.76 (d, 1H, *Jun = 1.0 Hz, Thymin-CH).

3C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, D-O): 8.3 (CHs-NEts), 11.7 (Thymin-CHs), 38.6 (C-2),
46.7 (CH,-NEts), 61.1 (C-6), 65.5 (d, Jcp = 5.6 Hz, C-5'), 68.5 (d, >Jcp = 8.1 Hz, C-
4'),69.2, 69.4, 71.0 (C-3, C-4, C-5), 71.9 (C-3'), 85.1 (C-1’), 85.4 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-
2), 95.8 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C-1), 111.8 (Thymin-C,), 137.4 (Thymin-CH), 151.8 (C=0),
166.6 (C=0).

3P-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, D,0): -11.20 (d, Jpp = 20.9 Hz, Pg), -12.66 (d, Jpp =
20.9 Hz, Py).

HRMS (ESI): berechnet fur C1sH25N2016P2 [M+H]: 563.0685, gefunden: 563.0671.
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8.2.9.2. Synthese von 2-Desoxy-thymidindiphosphat-B-D-glucose 237

Die Durchflhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9. Es
wurden 120 mg (0.250 mmol) 5-Nitro-cycloSal-3’'OAcdT-monophosphat 126, 159 mg
(0.300 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-phosphat 162 und 5 mL
abs. DMF verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 3 h bei 50°C gerlhrt.

Ausbeute: 97.0 mg (0.127 mmol, Q
51 %) eines farblosen Feststoffes; 6O O O 57 4 NH
4 5 0 I I 5 | 3&
Summenformel: ngH56N4O16P2; HgO 2 O/FI>\O/|ID\O N (o)
5
Molgewicht: 766.71 g/mol; DC: R 5 oHt % %% , ;0>|1.
(is0-Propanol/NHa/H,0 14:1:7 viv): 20NEt; 5 2

OH
0.22; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, D20): 1.28 (t, 18H, *Jun = 7.3 Hz, 2 x CHa-NEts), 1.94 (d,
3H, “Jun = 0.9 Hz, Thymin-CHs), 2.32-2.39 (m, 2H, H-2"), 3.21 (q, 12H, 3Juy = 7.3 Hz,
2 x CH2-NEts), 3.36-3.42 (m, 2H, H-2, H-4), 3.50-3.56 (m, 2H, H-3, H-5), 3.71 (dd,
1H, 33 = 6.0 Hz, 23y = 12.3 Hz, H-6), 3.91 (dd, 1H, 3Jun = 2.0 Hz, 2Juy = 12.3 Hz,
H-6), 4.18-4.19 (m, 3H, H-4’, H-5"), 4.62-4.65 (m, 1H, H-3"), 5.02 (dd, 1H, %Jup = 7.8
Hz, 3Jun = 7.8 Hz, H-1), 6.36 (dd, 1H, %Juy = 6.5 Hz, Jun = 6.5 Hz, H-1), 7.75 (d, 1H,
*Jun = 1.0 Hz, Thymin-CH).

BC-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, D,0): 8.6 (CH3-NEts), 12.0 (Thymin-CHs), 39.0 (C-2)),
47.0 (CH2-NEts), 61.2 (C-6), 65.9 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, C-5’), 69.8 (C-4), 71.4 (C-3'), 74.0
(d, ®Jcp = 8.7 Hz, C-2), 75.6 (C-5), 76.8 (C-3), 85.3 (C-1"), 85.7 (d, *Jcp = 9.2 Hz, C-
4'), 98.3 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-1), 112.1 (Thymin-Cy), 137.7 (Thymin-CH), 167.0 (C=0).

SP-NMR: & [ppm] (162 MHz, D-O): -11.53 (d, Jep = 19.6 Hz, Pg), -13.15 (d, Jpp =
19.6 Hz, Py).

MALDI-TOF: berechnet flr C1gH26N2Na2O 1P, [M+Na]: 610.05, gefunden: 610.10.
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8.2.9.3. Synthese von 2-Desoxy-thymidindiphosphat-a-D-mannose 239

Die Durchflhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9. Es
wurden 100 mg (0.209 mmol) 5-Nitro-cycloSal-3’'OAcdT-monophosphat 126, 133 mg
(0.251 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-mannopyranosyl-1-phosphat 180 und 5 mL
abs. DMF verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei 50°C geruhrt.

Ausbeute: 80.0 mg (0.104 mmol, .8 OHgyy O

49 %) eines farblosen Feststoffes; Ho S 10 )
HO ,0 O Al NH

Summenformel: CogHs6N4016P2; 3 2 _ |I:l\ _ ”\ 6 3&

Molgewicht: 766.71 g/mol; DC: Rs
(iso-Propanol/Ammoniumacetat  2:1 2gNEt3
v/v): 0.55; Anomerenverhaltnis: a-

anomerenrein;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, D;0): 1.22 (t, 18H, 3Juy = 7.3 Hz, 2 x CH3-NEts), 1.87 (s,
3H, Thymin-CHa), 2.26-2.37 (m, 2H, H-2"), 3.14 (q, 12H, *Juy = 7.3 Hz, 2 x CH.-
NEts), 3.59-3.65 (m, 1H, H-4), 3.71 (dd, 1H, 3Juy = 5.3 Hz, I = 12.3 Hz, H-6), 3.77-
3.81 (m, 2H, H-2, H-3), 3.86 (dd, 1H, *Juy = 3.3 Hz, 2Juy = 12.3 Hz, H-6), 3.99-4.00
(m, 1H, H-5), 4.13 (m, 3H, H-4’, H-5"), 4.56-4.57 (m, 1H, H-3'), 5.45 (d, 1H, *J4p = 6.8
Hz, H-1), 6.30 (dd, 1H, 3Juy = 6.8 Hz, Jun = 6.8 Hz, H-1"), 7.71 (d, 1H, *Jun = 0.8 Hz,
Thymin-CH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,O): 8.3 (CHa-NEts), 11.7 (Thymin-CHs), 38.7 (C-2)),
46.7 (CHo-NEt3), 60.9 (C-6), 65.5 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, C-5'), 66.5 (C-3'), 69.9 (C-4), 70.3
(d, 3Jcp = 8.8 Hz, C-2), 71.1 (C-3), 73.7 (C-5), 85.1 (C-1"), 85.5 (d, 3Jcp = 8.8 Hz, C-
4’),96.5 (d, 2Jcp = 4.4 Hz, C-1), 111.8 (Thymin-Cg), 137.4 (Thymin-CH), 151.8 (C=0),
168.3 (C=0).

3P-NMR: 5 [ppm] (162 MHz, D,0): -11.87 (d, Jpp = 18.6 Hz, Pg), -13.99 (d, Jpp =
18.6 Hz, Py).

MS (ESI): berechnet fur C1gH25N2016P2 [M+H]: 563.1, gefunden: 563.0.



Experimenteller Teil 200

8.2.9.4. Synthese von 2-Desoxy-thymidindiphosphat-a-D-glucose 238

Die Durchflhrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9. Es
wurden 100 mg (0.209 mmol) 5-Nitro-cycloSal-3'OAcdT-monophosphat 126, 122 mg
(0.231 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 190 und 5 mL
abs. DMF verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h bei 50°C gerlhrt.

Ausbeute: 68.0 mg (0.0887 mmol,
42 %) eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: CasHs56N4O16P2;
Molgewicht: 766.71 g/mol; DC: Rs
(iso-Propanol/Ammoniumacetat  2:1

v/v): 0.60; Anomerenverhaltnis: o-

anomerenrein;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, D20): 1.26 (t, 18H, 3Jun = 7.3 Hz, 2 x CHa-NEts), 1.93 (d,
3H, “Jun = 0.9 Hz, Thymin-CHs), 2.36-2.42 (m, 2H, H-2'), 3.19 (q, 12H, 3Jun = 7.3 Hz,
2 x CH2-NEts), 3.60-3.62 (m, 3H, H-5, H-6), 3.85 (dd, 1H, Juy = 10.3 Hz, 3Juy = 3.0
Hz, H-3), 4.04-4.06 (m, 1H, H-4), 4.19-4.20 (m, 4H, H-2, H-4’, H-5'), 4.63 (m, 1H, H-
3"), 5.65 (dd, 1H, 2Jup = 7.2 Hz, 3Juy = 3.5 Hz, H-1), 6.30 (dd, 1H, 3Juy = 6.4 Hz, 3Juy
= 6.4 Hz, H-1"), 7.70 (d, 1H, *Juu = 1.0 Hz, Thymin-CH).

BC-NMR: 5 [ppm] (101 MHz, D,0): 8.7 (CH3-NEts), 11.7 (Thymin-CHs), 38.6 (C-2)),
46.9 (CHx-NEts), 61.0 (C-6), 65.5 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, C-5'), 69.1 (C-3"), 72.4 (d, 3Jcp =
8.6 Hz, C-4’), 74.0 (d, ®Jcp = 8.6 Hz, C-2), 74.5, 75.0 (C-4, C-5), 77.2 (C-3), 85.4 (C-
1°), 98.3 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, C-1), 111.7 (Thymin-C,), 137.3 (Thymin-CH), 151.7 (C=0),
168.0 (C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D-O): -11.70 (d, Jep = 19.8 Hz, Pg), -12.73 (d, Jpp =
19.8 Hz, Py).

HRMS (ESI): berechnet fiir C1¢H25N2016P2 [M+H]: 563.0685, gefunden: 563.0659.
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8.2.9.5. Synthese von 2-Desoxy-thymidindiphosphat-B-D-galactose 241

Die Darstellung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9. Es wurden
85 mg (0.177 mmol) 5-Nitro-cycloSal-3’'OAcdT-monophosphat 126, 105 mg (0.195
mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galaktopyranosyl-1-phosphat 179 und 4 mL abs.
DMF verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde 5 h bei 50°C geruhrt.

Ausbeute: 62.0 mg (0.0809 mmol, o}
46 %) eines farblosen Feststoffes; OH OH o o > 4 NH
R I I | 2
Summenformel: CoagHs6N4O016P2; 4 S > 0 o P\O/ P\O 6 N/go
HO ! ! :
Molgewicht: 766.71 g/mol; DC: R; 3 oH1 O Og 4,5 o
y
(iso-Propanol/Ammoniumacetat  2:1 25NEt3 3 o
OH

v/v): 0.50; Anomerenverhaltnis: [3-

anomerenrein;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, D,0): 1.23 (t, 18H, *Juy = 7.3 Hz, 2 x CH3-NEt3), 1.88 (s,
3H, “Jun = 1.0 Hz, Thymin-CHs), 2.27-2.39 (m, 2H, H-2’), 3.15 (q, 12H, Juy = 7.3 Hz,
2 x CH2-NEts), 3.57 (dd, 1H, 2Jun = 7.6 Hz, 2Jun = 10.3 Hz, H-6), 3.63-3.67 (m, 1H, H-
4), 3.70 (dd, 1H, 3Juy = 3.0 Hz, 2Jyn = 10.3 Hz, H-6), 3.74-3.80 (m, 2H, H-3, H-5),
3.87 (d, 1H, 3Jun = 3.3 Hz, H-2), 4.13-4.14 (m, 3H, H-4’, H-5'), 4.58-4.60 (m, 1H, H-
3’), 4.91 (dd, 1H, 3Jyp = 7.6 Hz, Jyy = 7.6 Hz, H-1), 6.31 (dd, 1H, 3Jun = 6.6 Hz, Jn
= 6.6 Hz, H-1), 7.71 (d, 1H, *Jun = 1.0 Hz, Thymin-CH).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,O): 8.6 (CHa-NEts), 12.0 (Thymin-CHs), 39.0 (C-2)),
47.0 (CH2-NEts), 61.6 (C-6), 65.9 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, C-5), 69.0 (C-4), 71.4 (C-3), 71.6
(d, 3Jep = 8.2 Hz, C-2), 72.7 (C-5), 76.2 (C-3), 85.4 (C-1'), 85.8 (d, 3Jcp = 9.2 Hz, C-
4’),98.9 (d, 2Jcp = 5.6 Hz, C-1), 112.1 (Thymin-Cg), 137.7 (Thymin-CH), 152.1 (C=0),
166.9 (C=0).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D-O): -11.75 (d, Jep = 20.7 Hz, Pg), -13.24 (d, Jpp =
20.7 Hz, Py).

HRMS (ESI): berechnet fur C1sH25N2016P2 [M+H]: 563.0685, gefunden: 563.0673.
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8.2.9.6. Synthese von Cytidindiphosphat-6-desoxy--D-Gulose 134

Die Darstellung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9. Es wurden
100 mg (0.175 mmol) 5-Chlor-cycloSal-AcsCytidin-monophosphat 118, 116 mg
(0.245 mmol, abweichend von AAV 9 1.4 Aquiv.) 2,3,4-Tri-O-acetyl-6-deoxy-D-
gulopyranosyl-1-phosphat 214 und 5 mL abs. DMF verwendet. Das
Reaktionsgemisch wurde 5 d bei 50°C geruhrt.

Ausbeute: 27.5 mg (0.0365 mmol, NH>
21 %) eines farblosen Feststoffes; OH6 o o Sf“\NH
Summenformel: C15H24N3015P2; 4 > 20 o/lljl\o/g\o 6 Nﬁgo
HO | l \
Molgewicht: 753.71 g/mol; DC: R¢ 3 oH1 Oy g 4'5 o
1

(iso-Propanol/Ammoniumacetat  2:1 2HNEt; 4 iy

® OH OH

v/v): 0.52; Anomerenverhaltnis: [3-

anomerenrein;

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, D,0): 1.23 (d, 3H, Jun = 6.6 Hz, CH3), 1.27 (t, 18H, *Juy
= 7.3 Hz, 2 x CH3-NEt3), 3.18 (q, 12H, *Juy = 7.3 Hz, 2 x CH2-NEt3), 3.63-3.64 (m,
1H, H-4), 3.68 (dd, *Ju = 8.3 Hz, *Juy = 3.3 Hz, H-2), 4.10-4.23 (m, 3H, H-3, H-5, H-
3), 4.28-4.32 (m, 2H, H-5', H-4’), 4.33-4.38 (m, 2H, H-5", H-2’), 5.26 (dd, 1H, 3Jyp =
8.3 Hz, 3Juy = 8.3 Hz, H-1), 5.98 (d, 1H, Juy = 4.0 Hz, H-1"), 6.22 (d, 1H, 3Juy = 7.7
Hz, Cytidin H-5), 8.08 (d, 1H, Juu = 7.7 Hz, Cytidin H-6).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,O): 8.6 (CH3-NEt3), 15.4 (C-6), 47.0 (CH2-NEts), 65.0
(d, 2Jcp = 5.4 Hz, C-5'), 68.9 (d, ®Jcp = 8.4 Hz, C-2), 69.7 (C-3), 70.4 (C-5), 71.3 (C-
4), 71.7 (C-3'), 74.7 (C-2'), 83.4 (d, *Jcp = 9.2 Hz, C-4"), 89.6 (C-1'), 96.5 (Cytidin C-
5), 96.8 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-1), 142.9 (Cytidin C-6), 154.5 (Cytidin C-4), 163.8
(Cytidin C-2).

3P-NMR: & [ppm] (162 MHz, D-O): -11.17 (d, Jep = 20.5 Hz, Pg), -12.73 (d, Jpp =
20.5 Hz, Py).

HRMS (ESI): berechnet fur C15H24N3015P2 [M+H]: 548.0694, gefunden: 548.0670.
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9. Gefahrstoffverzeichnis

Das folgende Verzeichnis beinhaltet die chemischen Verbindungen und Ldsemittel,
mit denen wahrend dieser Promotion gearbeitet wurde. Die Gefahrstoffe sind mit den
jeweiligen Gefahrensymbolen sowie den R-Satzen und S-Satzen gekennzeichnet.
Die Substanzen, fur die keine Gefahreneinschatzung bekannt ist, sind als gefahrlich

einzustufen. Es ist zu vermeiden, sich oder eine andere Person mit diesen

Substanzen zu kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen.

Substanz Gefahrensymbole R-Satze S-Satze
_ (1/2-)26-
Acetanhydrid C 10-20/22-34
36/37/39-45
Aceton 11-36-66-67 2-9-16-26
Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45
9-16-26-
Ammoniak T,N 10-23-34-50
36/37/39-45-61
Ammoniak 26-36/37/39-
C,N 34-50
(25%ige Losung) 45.1-61
45-11-
Benzol F, T 53.1-45
48/23/24/25.1
11-19-22-14/15-
Boran-THF-Komplex F, X 16-26-29-33-36
36/37/38-66-67
5-Bromsalicylaldehyd Xi 36/37/38 26-36
10-22-37/38-41- | 13-26-37/39-
Butanol Xn, Xi
67 46-7/9
3/7-26-
tert-Butylhydroperoxid O,C 7-10-21
36/37/39-45
14/15-17-34-
n-Butyllithium F,.C 26-36/37/39/45
48/20
Celite X 68/20 22
22-38-40-
Chloroform X 36/37
48/20/22
3/37-14.10-
3-Chloperbenzoesaure O, X 7-36/37/38
36/37/39
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5-Chlorsalicylsaure Xi 36/37/38 26-36
Deuteriumoxid (D20) - - -—-
3,5-Dibromsalicylsaure - - 22-24/25
Dichlormethan X 40 29224125
36/37
Diethylether F* 12-19-22-66-67 | (2-)-9-16-29-33
2,2-Dimethoxypropan Xi, F 11-36/37/38 -
Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
1,4-Dioxan F, X, 11-19-36/37°40- | 5 16-36137-46
66
DIPEA F,C 11-20-34-5053 | o 2o90IISS
45-60
DOWEX 50x8 X 36/37/38 26-36
Essigsaure (Eisessig) C 10-35 23.2-26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethylacetat F 11-36-66-67 (2-)16-26-33
H, F 12 9-16-33
Kaliumhydroxid C 35 26-37/39-45
Lithiumaluminiumhydrid F 15 7/8-24/25-43.6
Magnesiumsulfat -—- -—- -
Methanol F, T 11-23/25 7-16-24-45
Natriumchlorid - - --
Natriumborhydrid FT 15-25-34 14-26-26/37135-
43.6-45
7/8-26-
Natriumhydrid F,C 15-34 36/37/39-43.6-
45
Natriumhydrogencarbonat | --- - -
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
Natriumsulfat --- --- ---
5-Nitrosalicylsaure X 36/37/38 26-36
N,N-Dicyclohexylcarbo- T 22-24-41-43 24-26-37/39-45
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diimid
N,N-Diisopropylamin F, X 11-36/37/38 9-16
Palladium/Kohle 5 % --- --- 14.1-22
9-16-23.2-24-
Petrolether F, Xn 11-52/53-65
33-62
Phosphortrichlorid C 34-37 7/8-26-45
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1
Salicylsaure Xn 22-41 26-39
Salzsaure C 34-37 26-36/37/39-45
Schwefelsaure C 35 26-30-45
Tetrabutylammonium-
Xn 11-19-34-37/38 16-26
fluorid 1M in THF
16-26-36/37/39-
TBDMS-CI F,C 11-35-37
45
Tetrahydrofuran F, X 11-19-36/37 16-29-33
2’-Desoxythymidin --- 22-24/25
Toluol F, Xn 11-20 16-25-29-33
p-Toluolsulfonsaure Xi 36/37/38 26-37
3-16-26-29-
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35
36/37/39-45
. 7/9-26-28.1-
Triethylamintrihydrofluorid | T", C 26/27/28-35
36/37/39-45
9-26-27-28-45-
Trifluoressigsaure C 20-35-52/53 61
Wasserstoffperoxid 30 % | C 34 28.1-36/39-45
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