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1 Einleitung

Eine besondere Rolle bei der molekularen Erkennung in biologischen Systemen spielen die
Sialinsauren, die meist in terminaler Position biologisch relevanter Oligosaccharide gefunden

werden.

Die Siainsauren sind eine Familie von carboxylierten Neun-Kohlenstoff-Zuckern. Unter
diesem Oberbegriff werden alle natrlichen und synthetischen Derivate der 5-Amino-3,5-
didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulosonsdure  zusammengefaldt. Aufgrund unterschied-
licher Substitution an C-4, C-5, C-7, C-8 und C-9 wurden bisher 39 verschiedene Spezies von

Sialinsduren in der Natur ge'funden.1 Die am weitesten verbreitete Siainsaure ist die

N-A cetylneuraminsaure (NeuSAc) (1).

Neuraminsdure ist ein hoherer Ketozucker, dessen chemische Eigenschaften von der
Carboxyfunktion an C-1, der Carbonylfunktion an C-2, einer Aminogrupe an C-5 und dem
desoxygenierten C-3 bestimmt werden. In der freilen Aminoform ist die Neuraminsaure
allerdings nicht stabil, da sofort Cyclisierung zu einer Schiffschen Base erfolgt. In der Natur
treten daher ausschlief3lich die stabilen N-Acylderivate auf, deren wichtigster Vertreter die N-

Acetylneuraminsdure (1) ist.

Sialinsauren finden sich hauptséchlich in Viren, Mikroorganismen wie Bakterien und
Protozoen, in einer Reihe hoherer Tiere, auf den Zellmembranen sowie in den
Korperflissigkeiten von Saugetieren. Gewohnlich besetzen Sialinsduren die terminalen,
nichtreduzierenden Positionen komplexer Oligosaccharide auf der aufleren und inneren
Membranoberflache. Meist sind sie hierbel a-glycosidisch an Galactose (Gal), N-
Acetylglucosamin (GIcNAc), N-Acetylgalactosamin (GaNAc) oder weitere Sialinsiure-
molekile gebunden. VerknUpfungen zu anderen Sialinsduremolekilen erfolgen im

allgemeinen Uber a(2-8)-Bindungen In den meisten Heterooligosacchariden sind NeuSAc-

Einheiten a(2-3)- oder a(2-6)- mit Gal, GIcNAc oder GalNAc verknipft.”
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In ihrer exponierten Position sind die Sialinsauren somit die ersten Molekile, die auf andere
Zellen oder Verbindungen treffen. Diese Eigenschaft ist fiur das Verstdndnis ihrer

biologischen Rolle besonders wichtig

Die zelltypspezifische Expression von Glycosyltransferasen, insbesondere der Sialyltrans-
ferasen fuhrt zu definierten Sialylierungsmustern von Oligosacchariden, die as Schltissel-
determinanten beim Aufbau von Zellen angesehen werden. So wurden unterschiedliche
Glycosylierungsmuster bel  der Entwicklung von Zellen, ihrer Aktivierung, dem

Zellaterungsprozeld und ihrer Onkogenese beobachtet.

Die wichtige Rolle, die Oligosaccharide bel der interzelluléren Signal Ubertragung und bei der
Zelladhdsion spielen, haben zu einem erheblich gesteigerten Interesse an Methoden zum
Aufbau dieser Verbindungsklasse gefuhrt. Man versteht jetzt, dal’ diese komplexen Molekile
in Form von Glycoprotein- und Glycolipidkonjugaten detaillierte Strukturinformationen
enthalten und vielféltige biologische Ereignisse wie Entz[]ndung,z'6 Immunantwort’ und
Metastasenbildung8 vermitteln. Desweiteren konnen an der Oberflache von Zellen befindliche

Kohlenhydrate a's biologische Marker fur verschiedene Tumore fungi eren.”

Um die biologischen und pathologischen Funktionen der Zelloberflachen-Oligosaccharide zu
untersuchen, ist eine effiziente Methodik zu ihrer Darstellung und der Darstellung von

Derivaten dieser Verbindungen notwendig.

1.1 Synthese von sialylierten Oligosaccharidstrukturen

Die stereoselektive Synthese glycosidischer Verknipfungen ist nach wie vor die grofdte
Herausforderung bei der Synthese eines komplexen Glycokonjugats. Durch zahlreiche
Verbesserungen der Glycosidsynthesen hat sich eine Vielzahl von Methoden zur

glycosidischen Verknlpfung durchgesetzt. Besonders die Halogenid-, die Trichloracetimidat-

und die Thioglycosid-Methode gehtren zu den Standardmethoden,lz'14 da sie unter relativ
milden Bedingungen gute Ausbeuten und hohe Stereosel ektivitéten zeigen. Allerdings handelt
es sich bel der klassisch-chemischen Glycosidsynthese nach wie vor um einen praparativ
aufwendigen Prozel3, der viele intermedidre Schitzungs- und Entschiitzungsschritte sowie die
damit verbundenen chromatographischen Reinigungsschritte notwendig macht.

Ein weiteres Problem liegt in der teilweise nur eingeschrankten Ubertragbarkeit von fir
bestimmte Kohlenhydrate effizienten Glycosylierungsreaktionen auf ale Kohlenhydrat-

klassen.
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Als Folge davon ist die Entwicklung neuer biologisch aktiver Glycokonjugate ein komplexes
Unterfangen. Und selbst wenn eine vielversprechende Verbindung identifiziert ist, bleibt die
zur Wirkungssteigerung erforderliche Optimierung eine schwierige und zeitaufwendige
Aufgabe. Die Synthese von Oligosaccharidbibliotheken mit kombinatorischen Methoden
bietet eine geeignete LoOsung fir diese Probleme. Anders as Peptid- und
Nucleotidbibliotheken sind Oligosaccharidbibliotheken jedoch nicht einfach zuganglich. Die
Synthese einer solchen Bibliothek wird durch das Problem der Konfiguration am anomeren
Zentrum und die Vielzahl der chemisch fast aquivalenten Hydroxygruppen erschwert.
Traditionell wirde man sich dieser Gruppen in einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie
annehmen. Alternativ dazu haben Hindsgaul et al. gezeigt, dal3 nach dem Zufallsprinzip

verlaufende Glycosylierungen zur Herstellung kleiner Bibliotheken aus Di- und

. . . 15,16
Trisacchariden genutzt werden kénnen.

Im Gegensatz zu Oligosaccharidsynthesen der klassischen Hexopyranosen, fur die es
inzwischen zahlreiche Routinemethoden gibt, sind Siaylierungen nach wie vor
problematisch. Die Schwierigkeiten bei der Sialylylierung kénnen auf die besonderen

Eigenschaften des Neuraminsaure-M ol ekils zurtickgef tihrt werden.

Zum einen erschwert die stark elektronenziehende Carboxyfunktion an C-2 die Bildung von
Oxocarbeniumionen, die as Zwischenstufen bel fast alen gangigen Glycosylierungs-
reaktionen durchlaufen werden. Desweiteren verhindert das Fehlen eines Substituenten an
C-3 madgliche stereodirigierende und unterstitzende Effekte einer der glycosidischen Bindung
benachbarten funktionellen Gruppe. Die Summe dieser Faktoren erschwert die stereosel ektive
Sialylierung mit klassisch-chemischen Methoden und erleichtert die haufig beobachtete

Eliminierung zum 2,3-Dehydroderivat.

Ein aternativer Zugang zur Darstellung von Oligosaccharidstrukturen liegt in der
Verwendung biosynthetischer Methoden. Die enzymatische Synthese besticht durch ihre
Moglichkeiten, stereo- und regioselektive Reaktionen von ungeschiitzten Kohlenhydraten
unter milden Bedingungen in wél¥rigen Medien durchfiihren zu kénnen. Generell sind drei

M ethoden mdglich

» der Einsatz von Glycosyltransferasen des Lel oir-Pathways.
» der Einsatz von Non-Leloir-Pathway Glycosyltransferasen.

» der Einsatz von Glycosidasen.

Vor alem der Einsatz von Glycosyltransferasen in der enzymatischen Oligosaccharidsynthese

wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht.
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Ausgehend von den zumeist Nucleos ddiphosphat-aktivierten Monosacchariden kntipfen die
Transferasen hochspezifisch glycosidische Bindungen. Die Darstellung der Glycosyldonoren
erfolgt im Falle der Glucose, Galactose, Mannose und N-Acetylglucosamin Uber die 1-
Phoshate, die mit den entsprechenden GDP- bzw. UDP-Pyrophosphorylasen in UDP-Glc,
UDP-Gal, GDP-Man und UDP-GIcNAc uberfuhrt werden. Abweichend davon wird die
N-Acetylneuraminsaure as Nucleosidmonophosphat aktiviert. Aus NeuSAc (1) und
Cytidintriphosphat (CTP, 2) entsteht unter Katalyse der CMP-A cylneuraminat-Synthase (EC
2.7.7.43) Cytidin-5-monophospho-N-acetylneuraminsaure (CMP-Neu5Ac, 3) (Abb. 1),
welches als einziges natirliches Sialylglycosid 3-konfiguriert ist.

NH,
N
(©) /“\ pZ
I I I @) N
~h-oopo o
O O
1 2 NH,
OH OH N
| VZ
H N
CMP-Acylneuraminat- 0)
synthase _
PPi
! 3 OH OH

Anorganische
Pyrophosphatase

2 Pi
Abb. 1
Glycosyltransferasen tolerieren in eilnem engen Rahmen Modifizierungen der Akzeptor-
struktur, so dal? sie auch bel der Synthese unnatiirlicher Oligosaccharidstrukturen verwendet
werden kénnen.

Uber erste Synthesen im préparativen Mal3stab wurde 1986 berichtet.” Mit Sialyltransferase
aus Rindercolostrum konnte das Trisaccharid Neu5Aca(2-6)Galf3(1-4)GIcNAc dargestellt

werden.

Haufig dominiert allerdings die sehr hohe Akzeptorspezifitét der Transferasen, so dal3 das
Spektrum synthetisierbarer Strukturen recht eingeschrénkt bleibt. Auch die Notwendigkeit

teurer Zucker-Nukleotide als Glycosyldonoren sowie die teilweise sehr begrenzte Stabilitét .
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Neben den nun seit Jahren a's Synthesetools etablierten Glycosyltransferasen hat sich mit dem
Einsatz von Glycosidasen in der Synthese ein neues Feld in der enzymatisch-katalysierten

Glycosylierung erschlossen.

Diese in der Natur weit verbreiteten Enzyme spalten in vivo O-glycosidische Bindungen, sind
unter geeigneten Bedingungen aber auch in der Lage glycosidische Bindungen zu kntipfen.

In tierischen Zellen sind die Glycosidasen im Lumen des rauhen endoplasmatischen
Retikulums (RER) und im Golgi-Komplex zu finden. Hier sind sie im sogenannten

Trimming-Prozeld zusammen mit den Glycosyltransferasen an der Biosynthese von

Glycoproteinen und Glycolipiden beteiligt.18

Generell unterscheidet man die sogenannten Exoglycosidasen, die glycosische Bindungen am
nichtreduzierenden Ende von Oligosacchariden spalten, und die Endoglycosidasen, die
interne glycosidische Bindungen einer Oligosaccharidkette spalten.

In der enzymatischen Synthese werden zumeist Exoglycosidasen eingesetzt, die in vivo die
Hydrolyse glycosidischer Bindungen entweder unter Retention oder Inversion der anomeren
Konfiguration katalysieren. Der Mechanismus dieser enzym-katalysierten Hydrolyse &hnelt
der saurekatalysierten chemischen Hydrolyse von Glycosiden. In beiden Féllen existiert ein

Oxoniumion oder ein Oxoniumion-artiger Ubergangszustand. In den meisten Fallen ist es

Abb. 2



6 Einleitung

jedoch nicht eindeutig, ob ein Oxocarbeniumion als stabilisiertes lonenpaar oder ein

19-21

Glycosylester exitiert (Abb. 2).

Glycosidasen konnen auf zwel verschiedene Arten zur Glycosidsynthese herangezogen
werden. Zum einen durch den thermodynamischen Ansatz, der auch als reverse Hydrolyse
bezeichnet wird: Da im thermodynamischen Gleichgewicht die Hydrolyse bevorzugt ist, mul3
das Gleichgewicht durch geeignete Reaktionsbedingungen wie hohe Substratkonzentrationen,
hohe Temperaturen oder Zugabe organischer Losungsmittel in Richtung Kondensation und

22-25

somit Produktbildung verschoben werden (Abb. 3).

Bel der kinetisch-kontrollierten Synthese, der sog. Transglycosylierung werden aktivierte
Glycosyldonoren wie p-Nitrophenylglycoside, Glycosylfluoride oder Oligosaccharide
verwendet. Die bel der Glycosidase-katalysierten Hydrolyse entstehenden Intermediate
werden durch nukleophile Akzeptormolekile abgefangen (Abb. 3). Viele Akzeptorstrukturen
binden bevorzugt gegentiber Wasser in der Akzeptor-Site des Enzymes und erleichtern so die
Transglycosylierung gegentiber der Hydrolyse des Substrats. Durch Anwendung dieses

Verfahrens konnen in der Reaktionsmischung Oligosaccharide erzeugt werden, deren

K onzentrationen weitaus grof3er alsin der normalen Gleichgewichtsverteilung si nd. ™

Transglycosylierung

ROH HOO— NO,
HO OH HO OH

COOH /‘ COOH
HO™ o o NO, > HO™ o OR
AcHN AcHN

HO HO

H,0

H,0
Reverse
Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse
OH
ROH
HO OH
COOH
NO, HO™ o OH
AcHN
HO

Abb. 3
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Verglichen mit den Glycosyltransferasen werden mit Glycosidasen im allgemeinen geringere
Ausbeuten erhalten: Im Fal der reversen Hydrolyse bis etwa 10%, be der
Transglycosylierung in Einzelfdlen bis zu 70067 Einige Glycosidasen besitzen keine
absolute Regioselektivitdt, was zur Bildung von haufig nur schwer trennbaren
Regioisomerengemischen fuhrt. Versuche, die Regioselektivitdt durch gezielte Variation der

Akzeptorstrukturen zu beeinflussen, fuhrten nur teilweise zum Erfolg und schranken die den

Glycosidasen sonst so typische Akzeptorvielfalt deutlich el n”

1.2 Der Einsatz von polymeren Phasen in der Oligosaccharidsynthese

Von den drei Hauptgruppen der Biooligomere, den Oligopeptiden, den Oligonukleotiden und
den Oligosacchariden, sind die Oligosaccharide am weitaus schwierigsten zu synthetisieren.
Da biologisch relevante Oligosaccharide meist nicht in ausreichenden Mengen aus nattrlichen
Ressourcen isoliert werden kénnen, ist es notwendig, effiziente synthetische Methoden zu
ihrer Darstellung zu entwickeln. Aufgrund der besonderen Struktur der Kohlenhydrate ist eine
effiziente Synthese haufig nur unter préparativ aufwendigen Bedingungen durchzufihren, was

im wesentlichen auf drel Faktoren zuriickzufUhren ist:

» die jewelligen Monosaccharide, aus denen komplexe Oligosaccharidstrukturen auf-
gebaut werden sollen, enthalten verschiedene Hydroxylgruppen unterschiedlicher
Reaktivitat

» glycosidische Verknupfungen muissen stereospezifisch am anomeren Kohlenstoff
durchgefiihrt werden

» glycosidische Verknipfungen geben saurelabile Vollacetale

Haufig verlaufen die zum Aufbau komplexer Oligosaccharide notwendigen klassisch-
chemischen oder enzymatischen Glycosylierungsschritte nicht quantitativ und werden von
Nebenreaktionen begleitet, die zur Bildung unerwinschter Nebenprodukte fihren. Daraus
resultiert die Notwendigkeit aufwendiger Reinigungsschritte, meist durch Chromatographie,
nach jedem synthetischen Schritt. Obwohl diese klassische Herangehensweise in der
Vergangenheit bel der Synthese einer Vielzahl biologisch relevanter Oligosaccharide sehr
erfolgreich war, ist es naheliegend, dal3 intensiv nach alternativen Verfahren gesucht wird, die
den nach jedem synthetischen Schritt notwendigen chromatographische Reinigungsschritt
umgehen.

Wahrend die Synthese von Peptiden und Oligonukleotiden bereits vor Jahrzehnten aufgrund

standardisierter Reaktionsprotokolle automatisiert wurde, gibt es nach wie vor keine generell
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anwendbaren synthetischen Verfahren zur Synthese komplexer Oligosaccharide. Die

Herstellung strukturell definierter Oligopeptide35 und -nucleotide” hat insbesondere von der
Durchfuhrbarkeit der Synthesen an polymeren Tragern profitiert. In den meisten Féllen lassen
sich Peptid- und Oligonucleotidsynthesen in automatisch arbeitenden Syntheseanlagen

(Synthesizern) durchfihren, was den schnellen Aufbau der Zielverbindungen ermdglicht.

Der Hauptvorteil dieses Verfahrens liegt darin, dal3 Zwischenprodukte durch einfaches
Filtrieren von Nebenprodukten, Uberschissigen Reagenzien und deren Abbauprodukten
abgetrennt werden koénnen und aufwendige chromatographische Reinigungsschritte so
vermieden werden. Desweiteren konnen die Reaktionen unmittelbar nach vollstandiger
Umsetzung abgebrochen werden und schnell aufgearbeitet werden, so dal3 Produkte nicht
unnoétig lange eventuell destruktiven Reaktionsbedingungen ausgesetzt sind. Es ist daher
nachvollziehbar, dal? diese Methodik auch fur die Synthese von Oligosacchariden untersucht

wurde.

Um die sehr arbeitsaufwendige Synthese von Kohlenhydraten in Lésung zu umgehen, sind

bereits in den 70er Jahren betréchtliche Anstrengungen zur Entwicklung von Strategien und
Reaktionssequenzen fir Festphasensynthesen unternommen worden.” Eine der ersten
Festphasensynthesen wurde von Schuerch auf der Basis von Koenigs-Knorr-Bedingungen
durchgefthrt, wobel der Akzeptor an einem organischen Polymer immobilisiert war.”
Allerdings traten bei den meisten Methoden eine Relhe von Schwierigkeiten auf wie
unvollstandige Reaktionen, verminderte anomere Spezifitat sowie verminderte Reaktionsraten

und entsprechend geringere Ausbeuten im Vergleich mit den Reaktionen in Lésung.

Es konnte trotz allem gezeigt werden, dal3 sich einige Methoden fir Glycosylierungen in L6-
sung auch fir Synthesen an polymeren Tragern eignen, und tatséchlich wurden bereits

verschiedene biologisch wichtige Oligosaccharide durch Festphasensynthesen hergestellt.

Eine wesentliche Einschrénkung der Synthese auf einer festen Phase ist dabel die
Schwierigkeit, die Reaktionsprodukte und -Zwischenstufen zu charakterisieren. Die Produkte
mussen hierzu in den meisten Fallen vom Harz abgespalten werden, um den Syntheseprozef}
mit klassischen spektroskopischen Methoden (z. B. NMR-Spektroskopie und Massenspektro-
metrie) verfolgen zu kénnen. Die Abspaltung der hergestellten Verbindungen fir die Analyse
ist zeitaufwendig, teuer und bel vielstufigen Synthesen zudem verschwenderisch. Eine voll-
stéandige Charakterisierung der harzgebundenen Produkte wirde daher grofe Vorteile bieten.
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In der ndheren Vergangenheit wurden eine Reihe von Festphasen-basierenden Strategien zur
Glycokonjugatsynthese beschrieben.™™ Auch iber die Kombination von Festphasen-synthese

und enzymatischer Synthese wurde berichtet.”

Die Festphasensynthese von Oligopeptiden und Oligonukleotiden kann aufgrund des hohen
Molekulargewichts der festen Phase im Vergleich zur synthetisierten Substanz nur Produkte
im mikromolaren Bereich liefern. Um kurze Sequenzen in grof3eren Mengen zu
synthetisieren, wurde die sogenannte polymerunterstiitzte Flissigphasensynthese entwickelt.
Als Polymer wird hierbei Polyethylenglykol-w-monomethylether (MPEG) verwendet. Die
Methode basiert auf der Loslichkeit von MPEG in den meisten Ldsungsmitteln mit Ausnahme
von Ethern. Das polymergebundene Material, welches unter Reaktionsbedingungen [6slich
ist, wird im Laufe der Aufarbeitung ausgefdllt. Da hierbel alle anderen Komponenten der
Reaktionsmischung in Lésung bleiben, konnen sie von dem MPEG-gebundenen Produkt
durch einfache Filtration abgetrennt werden. Unter diesen Bedingungen verlaufen die
Reaktionen schneller, quantitativer und leichter kontrollierbar als Reaktionen, deren Edukte

auf unldslichen Matrizes immobilisiert sind.
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2 Zielsetzung

Glycokonjugate spielen in zahlreichen biologischen Prozessen eine zentrale Rolle. Angesichts
eines wachsenden Bedarfs an gréf3eren Mengen komplexer Oligosaccharide ist es von grof3em
Interesse, effektive Methoden zu ihrer Darstellung zu entwickeln. Biochemische
Untersuchungen und in zunehmendem Mal3e auch medizinische Anwendungen erfordern die
regio- und stereoselektive interglycosidische Verknipfung von Kohlenhydratbausteinen.
Obwonhl die klassischen Methoden zur Glycosylierung auf diesem Gebiet ein hohes Niveau
erreicht haben, ist die Synthese einer definierten Heterooligosaccharidstruktur mit korrekter
Reihenfolge, Verknipfung, Konfiguration und Verzweigung ihrer Bausteine eine synthetische
Herausforderung. Meist sind hierfir zahlreiche Schritte zur Aktivierung und zur Einfuhrung
und Entfernung von Schutzgruppen erforderlich.

Die Natur hat in vielen biologischen Systemen gezeigt, wie durch den Einsatz von Enzymen
komplexe Verbindungen auf effiziente Weise synthetisiert werden kdnnen. Es ist naheliegend,
die in vivo fur den Aufbau von Oligosaccharidstrukturen verantwortlichen Transferasen auch
in vitro einzusetzen. Dieser Ansatz wird jedoch durch die eingeschrankte Verfligbarkeit der
Transferasen und ihre synthetisch anspruchsvollen Donorsubstrate begrenzt. Die synthetische
Anwendung von Glycosidasen ist in diesem Fall wesentlich unkomplizierter. Im Rahmen
dieser Forschungsarbeit soll daher das Synthesepotential der Sialidasen aus Vibrio cholerae,
Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium und Newcastle Disease Virus sowie der
Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruz zur Darstellung siaylierter Oligosaccharidstrukturen
nach dem Prinzip der Transglycosylierung untersucht werden. Um der Vielfalt der biologisch
relevanten und medizinisch interessanten Sialylglycokonjugaten gerecht zu werden, soll die
Etablierung von Syntheseverfahren, die eine regioselektive Darstellung dieser Strukturen

erlauben, im Vordergrund stehen.

Dabel soll esin erster Linie darauf ankommen, die Syntheseverfahren so weit zu optimieren,
dal} eine hohe Regioselektivitéat erzielt wird. Sollte dies nicht moglich sein, so ist nach
Methoden zu suchen, die diese Regioselektivitdt eventuell in einem der Transsialylierung
nachgeschalteten Schritt erreicht.

Desweiteren soll untersucht werden, inwieweit sich enzymatische Methoden mit klassisch-
chemischen Methoden unter dem Gesichtspunkt der Blocksynthese kombinieren lassen. Erste
vielversprechende Ansétze dazu wurden in den letzten Jahren in der Literatur beschrieben.
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Vieles spricht dafur, die noch vorhandene Kluft zwischen der klassisch-chemischen und der
chemoenzymatischen Synthese zu Gberbriicken.

Schliefdlich ist zu untersuchen, ob sich die seit einigen Jahren etablierte polymerunterstitzte
Flissigphasensynthese zum Aufbau biologisch relevanter Glycokonjugate und ihrer Derivate
mit chemoenzymatischen Glycosylierungsmethoden, insbesondere der Sialidase-katalysierten
Transglycosylierung eignet. Ein Fokus soll hier auf die experimentelle Einfachheit der
Gesamtsynthese, die Minimierung von Schitzungs- und Entschitzungsschritten sowie die
weitgehende Reduktion chromatographischer Reinigungsschritte von Zwischenprodukten

gesetzt werden.
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3 Synthese sialylierter Glycokonjugate

Variationen im Glycosylierungsmuster von Zelloberflachenglycokonjugaten werden mit der
Zéelldifferenzierung und  Zelladhdsion im  Entzindungsprozef3, mit malignen
Zéelltransformationen und der Pathogenese verschiedener Krankheiten in Verbindung gebracht
und sind daher attraktive Zielstrukturen fur die Diagnose und Behandlung dieser
Prozesse.” ™ Sehr haufig werden sialylierte Glycokonjugate als die entscheidenden
Zielstrukturen identifiziert. N-Acetylneuraminsaure ist hierbel meist in a(2-3)- oder a(2-6)-
Position mit Galactose, N-Acetylgalactosamin und N-Acetylglucosamin verknupft, teilweise

auch in a(2-8)-Position mit einer weiteren N-A cetyl neuraminsaure-Einheit.

Um Struktur-Reaktivitéts-Beziehungen zu erstellen, ist es daher notwendig, effiziente und
stereosel ektive Synthesen zur Verfligung zu haben, die einen Zugang zu diesen Verbindungen
erlauben, da sich die Isolierung dieser Verbindungen aus nattirlichen Quellen a's aufwendig

herausgestellt hat und im Ubrigen keinen Zugang zu nicht-natirlichen Derivaten bietet.

3.1 Eignung von Sialidasen als Sialyltransferenzyme

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl von Sialidasen auf ihr
Transglycosylierungspotential untersucht. Hierbel zeigte sich, dal3 die Sialidasen aus Vibrio
cholerae, Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium und Newcastle Disease Virus die
vielversprechendsten Transferpotentiale bel gleichzeitig guter kommerzieller Verfligbarkeit
aufweisen. Die kommerzielle Verfligbarkeit der Sialidasen spielt bei den Uberlegungen zur
Entwicklung einer effizienten Sialylierungsmethode eine nicht zu unterschétzende Rolle, da
bei dem Einsatz der Sialidase als Transferenzym Aktivitdtsmengen im Bereich von 0.1 bis zu
10 Units notwendig sind im Gegensatz zu ihrer Verwendung als Hydrolase, wo haufig schon
Mengen im Milli-Unit-Bereich genligen, um ein siayliertes Glycokonjugat vollstandig zu

desialylieren.

Eine Moglichkelt, teure oder schwer zugangliche Enzyme mehrmals zu verwenden, besteht in
der Immobilisierung von Enzymen. Versuche zur Immobilisierung der Sialidasen wurden im
Rahmen friherer Arbeiten durchgef[]hrtfw’47 Bel Langzeituntersuchungen zur Stabilitéat
immobilisierter Sialidasen zeigte sich aber, dal3 diese nur Uber einen begrenzten Zeitraum ihre
Aktivitét behalten. Bereits nach 4-6 Wochen ist in den Gberwiegenden Fallen ein deutlicher
Aktivitatsverlust von 10-30% zu verzeichnen. Nach einigen Monaten ist die Aktivita dann
auf 5-30% der Anfangsaktivitéat gesunken. Diese Angaben beziehen sich hierbel nur auf die
Lagerfahigkeit der Enzyme. Im Falle der mehrfachen Verwendung der Immobilisate sinkt die
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Aktivitét sogar deutlich schneller.” Es erschien daher sinnvoll, mit den oben genannten
kommerziell erhdtlichen Sialidasen in homogener Losung zu arbeiten. Die Enzyme werden
zur Beendigung der Reaktion thermisch inaktiviert und abzentrifugiert bzw.
chromatographisch abgetrennt.

Bel der Untersuchung der Enzyme auf ihre Eignung als Transglycosylierungskatalysatoren
spielt neben der eigentlichen Transferaktivitdt die Regioselektivitdt des Sialyltransfers eine
wichtige Rolle. Wiinschenswert sind Sialidasen, die nicht nur hohe Transferrraten erzielen,
sondern aufRerdem N-Acetylneuraminsaure (1) regioselektiv auf Glycosylakzeptoren
Ubertragen. Es ist bekannt, da3 Sialidasen in vivo stark differierende Hydrolyseraten
gegenuber unterschiedlich verknupften N-Acetylneuraminsdure-Einheiten zeigen.l’49 In
Tabelle 1 ist die Substratspezifitét einiger Sialidasen in bezug auf die Hydrolyse aufgefhrt.

Neu5Aca(2-8)

Quelleder Sididase  pH Optimum l\cl;e;[i?ﬂ)%l? l\cl;e;[i?ﬂ)%l? NeuSAca(2-3)

Gap(1-4)Glc
Arthrobacter ureafaciens 4.4-55 100 167 53
Vibrio cholerae 5.0-6.5 100 53 31
Clostridium perfringens 55-7.2 100 44 44

Salmonella typhimurium 5.0-7.0 100 0.4 n. best.

Newcastle Disease Virus 5.0-6.0 100 0.2 78

1
Tab. 1 Substratspezifitat kommerziell erhaltlicher Sialidasen

So zeigt die Sialidase aus Arthrobacter ureafaciens eine ausgepragte Regioselektivitat for
a(2-6)-Siayllactose, die Siaidasen aus Vibrio cholerae und Clostridium perfringens
hydrolysieren geringfiigig besser a(2-3)verknipfte gegentber o(2-6)-verknipfter
Sialyllactose, wahrend die Sialidasen aus Salmonella typhimurium und Newcastle Disease

Virus a(2—-3)-Sialyllactose deutlich bevorzugt hydrolysieren.

Bel Einsatiz der Sialidasen unter Transglycosylierungsbedingungen, die in bestimmten
Parametern wie Substratkonzentration, Art und pH-Wert des eingesetzten Puffers von den
Hydrolyse-bedingungen abweichen, zeigen sich allerdings deutliche Abweichungen in ihrer
Regioselektivitét. So zeigen einige Enzyme ein nur geringes Transferpotential, wie z. B. die
oben angefiihrte Sialidase aus Arthrobacter ureafaciens, die sich, obwohl kommerziell gut
zuganglich, nicht oder nur eingeschrankt synthetisch nutzen |&3t. Mit ihr wurden in

Testversuchen nur Ausbeuten von 0-5% erzielt.
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Ebenso wurden auch im Fall der anderen vier genannten Sialidasen deutliche Unterschiede im
Transsialylierungsverhalten beobachtet, insbesondere hinsichtlich der Regioselektivitéat, mit

der Akzeptorstrukturen sialyliert werden.

3.2 Strukturaufklarung durch NMR

Seit der Einfuhrung der hochaufgel 6sten NMR-Spektroskopie hat sich dieses Verfahren als
die Standardmethode zur Aufkléarung der Primérstruktur von komplexen Glycokonjugaten
bewahrt. Insbesondere die Mdglichkeit, *H- al's auch **C-NMR-Spekten von underivatisierten
Verbindungen in wéldrigen Losungen zu messen, erlaubt ein hohes Mal3 an Flexibilitat bei der
Analyse enzymatisch synthetisierter Strukturen.

Fir die Interpretation von *H-NMR-Spektren der underivatisierten Glycoprotein-N- und O-

Glycane in D,O wurde das , Structural-Reporter-Group®-Konzept entwi ckelt.™ Dieses
Konzept nutzt den Umstand aus, dal3 bestimmte Protonen eine charakteristische V erschiebung
aul3erhalb der Region hoher Signaldichte zwischen 6 3.4 und 4.0 ppm besitzen. Anhand der
Verschiebung sowie der Kopplungs-konstanten 183 sich meist unzweideutig die
Primarstruktur ermitteln. Die wichtigsten Reporter-Groups fur die in dieser Arbeit
untersuchten Verbindungen sind

e die anomeren H-1-Atome: Ihre chemische Verschiebung und die dazugehdrige
Kopplungskonstante zum H-2-Proton erlaubt Ruickschlisse Uber die Art der
Monosaccharideinheit sowie tber den Typ und die Konfiguration der glycosidischen
Verknupfung.

» die axialen und aquatorialen H-3-Atome der N-Acetylneuraminsaure (H-3xeq): lhre
chemischen Verschiebungen erlauben die Identifizierung des Typs und der
Konfiguration der glycosidischen VerknUpfung.

e die H-3- und H-4-Atome der Galactose: Ihre chemische Verschiebung ist in einigen
Féallen charakteristisch fur die Art und Konfiguration der glycosidischen Verknupfung
zwischen Galactose und dem Substituenten.

* N-Acetylglycosamin-CHs-Protonen: Anhand ihrer chemischen Verschiebung lassen
sich Strukturunterschiede im Molekil detektieren.

Da es bel den nachfolgend beschriebenen Transsialylierungen teilweise zur Bildung von
Regioi somerengemischen kommt, die durch chromatographische Methoden nur unzureichend
getrennt werden konnen, ist es um so wichtiger eine analytische Methode zur Verfigung zu

haben, die eine unkomplizierte Aufklarung der Regioisomerenverhdltnisse erlaubt. Hier
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bieten sich in erster Linie die bereits erwéhnten axialen und aquatorialen H-3-Protonen der
N-Acetylneuraminsdure an, die sich auch in einer Mischung aus a(2-3)- und a(2-6)-
Regioisomeren unproblematisch identifizieren lassen. Fir a(2-3)-siaylierte Strukturen wird
fur H-34 im allgemeinen eine Verschiebung von 1.80 + 0.01 ppm, flr H-3¢ von 2.76 + 0.01
ppm beobachtet. Bei einer a(2-6)-Verknipfung betragt die charakteristische Verschiebung fir
H-3a 1.72 £ 0.01 ppm, flr H-3¢ 2.67 £ 0.01 ppm.

Die *C-NMR-Spektroskopie, die zumeist unter *H-entkoppelten Bedingungen durchgefiihrt
wird, liefert durch eine breite Streuung der chemischen Verschiebung eine extrem hohe
Auflésung. Dies ist auf den Einflufd der benachbarten Dipole und/oder elektrischen Ladungen
auf die C-Kerne zuriickzufiihren. Die **C-Resonanzen sind daher ausgesprochen empfindlich
gegentiber Anderungen in der Substitution, der Konformation oder der Wechselwirkung mit

anderen Verbindungen.

Wahrend die Art und Konfiguration der glycosidischen Verknipfung der
N-Acetylneuraminsiure am besten tiber das *H-NMR-Spektrum identifiziert werden, erfolgt
die Identifizierung der Verkniipfung am Akzeptorsaccharid am sinnvollsten tber das **C-
NMR-Spektrum. Im algemeinen wird hier bel ener Glycosylierung eine
Tieffeldverschiebung des substituierten C-Atoms um 3-10 ppm beobachtet.

Be der Saylierung eines (-galactosidischen Akzeptoren bedeutet dies z.B. ene
Verschiebung der C-3-Resonanz eines unsubstituierten 3-Galactosids von & ~ 73 ppm auf o ~
76 ppm bei einer a(2-3)-Sialylierung. Im Falle der der a(2-6)-Sialylierung verschiebt sich die
C-6-Resonanz von o ~ 61 ppm auf o ~ 64 ppm.

Bel der (-Galactosylierung werden noch ausgepragtere Tieffeldverschiebungen beobachtet.
Fur eine B(1-4)-Galactosylierung, wie sie bel einer Reaktion mit Bacillus circulans
B-Galactosidase zu erwarten ist, wird eine Tieffeldverschiebung um ca. 8 ppm von 6~ 70

ppm bei Galactosiden und Glucosiden auf & ~ 78 ppm festgestel|t.

Be [(1-3)-Galactosylierungen, wie sie durch Rinderhoden [-Galactosidase katalysiert
werden, betragt die charakteristische Verschiebung ca. 9-10 ppm. Hier wird der C-3-Peak von
0 ~ 73 ppm auf d ~ 82-83 ppm verschoben.

Durch Kombination von *H- und **C-NM R-Spektroskopie 143 sich somit ein Oligosaccharid

anhand weniger charakteristischer V erschiebungen meist eindeutig charakterisieren.
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Kann die Struktur eines Glycokonjugats durch eindimensionale Spektren nicht aufgeklart
werden, bietet sich die Anwendung zweidimensionaler Techniken an.

Die Messung von *H,*H- und *H,*C- COSY -Spektren erlaubt die Zuordnung von Protonen

bzw. **C-Kernen durch Korrelation direkt miteinander koppelnder Kerne.

Anhand einer TOCSY-Messung lassen sich Korrelationen zwischen Protonen mit einem
gemeinsamen Spinsystem erstellen. Man erkennt so die Signale der Protonen einer
Monosaccharideinheit innerhalb eines Oligosaccharids. Ebenso konnen durch TOCSY -
Korrelationen Informationen Uber Art und Verknipfung der N-Acetylneuraminsdure
gewonnen werden. Durch Korrelation des H-6-Protons mit dem H-3,-Proton lassen sich
a(2-3)- (6 3.63 + 0.011 ppm) und a(2-6)-Verknipfungen (6 3.70 £ 0.017 ppm) von Neu5Ac
differenzieren, wie anhand von Verbindungen des Typs Neu5Aca(2-3/6)Gal3(1-O)R und

NeubAca(2-3/6)GalNACB(1-O)R gezeigt werden konnte.”

Ebenso haben sich bei der Strukturaufklarung HMBC-Experimente, die die Ermittlung von
Long-Range-Kopplungen zwischen *C- und 'H-Kernen erméglichen, und HMQC-
Experimente, bei denen *C-Resonanzen mit den direkt gebundenen Protonen Kkorreliert

werden, bewéahrt.

3.3 Synthese der Akzeptorver bindungen

Unvollsténdige Glycanseitenketten von Mucinen wie Ty.Antigen (GaNAca-O-Thr/Ser 4a/b)
und T-Antigen [Gall¥1-3)GaNAca-O-Thr/Ser 5a/b] sind as tumorassoziierte

Z¢€lloberflachenstrukturen beschrieben Worden.sg'56

OH OH OH ,OH OH OH
0 0 0
H H O
NHI  NH2 OH NH| - NH2
O :
Ac WO Ac WO
R OH R OH
4a R = CHj 5a R = CH3

4b R=H 50 R=H
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Ein sayliertes Epitop des T-Antigens [NeuSAca(2-3)Gall¥(1-3)GaNAc] ist in GM;-
Glycolipiden, menschlichen Ery'[hrozy‘[en57 und in einem Knochenmark-M akrophagenl ekti n’

als terminaler Glycanteil nachgewiesen worden. Ty. und Sialyl-Tn.Epitope wurden auf dem

Envelope-Glycoprotein gpl20 des HI-Virus entdeckt.” Die Darstellung der oben genannten

und analoger Oligosaccharid-Strukturen ist fir immunologische Untersuchungen und fir die

Entwicklung von Impfstoffen gegen tumorassoziierte Antigene von besonderem Interesse.” ™

Abb. 5

Ausgangspunkt fur alle Verbindungen dieses Typs sind 2-Azidogalactoside (Abb. 5), die
aufgrund ihrer deutlich besseren Reaktions- und Lodlichkeitseigenschaften wesentlich
geeigneter fir Derivatiserungen sind as die entsprechenden N-Acetylgalactosaminide.
2-Azidogal actoside sind préparativ relativ leicht zugénglich durch die Azidonitratisierung von
3,4,6-Tri-O-Acetylgalactal nach Lemieux et al.” Uber das Trichloracetimidat™ gelangt man
zum 2-Azidogalactosylthreoninester bzw. zum entsprechenden Serinester.”” Diese werden

nach Paulsen et al.” reduziet und in die N-Acetylverbindungen Uberfuhrt. Nach

Entschitzung erhét man 4a,b.
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AcO OAc 1. Hov\

OH OH
o TMSOTf
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Ac R > 2

N 2. NaOMe/MeOH H R
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Rl Nz |,
R

9a R'=H, R?= OC(NH)CCl; 6a R'=H, R?= OAllyl
9b R'=OC(NH)CCl3, R*=H 6b R!'=OAllyl, R?=H

Abb. 6

Bei der Darstellung von Trichloracetimidat 9a nach der géangigen Synthesevorschrift falt
neben der eigentlichen Zielverbindung as Nebenprodukt auch das a-Anomer 9b in etwa 20%
an, was chromatographisch problemlos abgetrennt werden kann. Aus beiden
Trichloracetimidaten werden die jeweiligen Allyl-2-azidogal actoside 6a und b synthetisiert.66
Diese sollen zum einen einer Untersuchung der Transglycosylierungseigenschaften anomerer
Verbindungen dienen. So ist beschrieben worden, dal3 Glycoside mit unterschiedlicher
Konfiguration sowohl hinsichtlich der Regioselektivitdt als auch der Ausbeute zu
unterschiedlichen Ergebnissen in der Glycosidase-katalysierten Transglycosylierung fiihren.”
Zum anderen sollen 6a und b und davon abgeleitete Strukturen as Building Blocks fir
biologisch interessante Strukturen verwendet werden. Die Azidogruppe erlaubt ein weites
Spektrum an Maglichkeiten zur Derivatisierung und besitzt eine wesentlich bessere
Reaktivitét im Vergleich zu analogen N-Acetylgalactosaminderivaten. Die Allylschutzgruppe
ist ebenfalls flexibel und kann unter schonenden Bedingungen abgespalten werden.

oH OH OH OH
3 Ny
HO HO. OMe
OH OH
10a OMe 10b
OH OH OH OH
3 N
HO HO OMe
11a OMe 11b

Desweiteren sollen im Rahmen der oben genannten Untersuchung der Transfereigenschaften
von Sialidasen die Gaactoside 10a und b sowie die 2-Desoxygalactoside 11la und b

untersucht werden. Erstere sind kommerziell erhdltlich, letztere konnen nach

literaturbekannten Methoden synthetisiert werden.” 10a und b wurden im Rahmen einer
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Dissertation,46 11a und b im Rahmen einer Diplomarbeit auf ihre Eigenschaften gegentiber

verschiedenen Sialidasen untersucht.47

Verbindungen 7°" und 7a™"™ wurden im Hinblick auf eine Kombination aus enzymatischer
Synthese und klassisch-chemischer Blocksynthese dargestellt.

OH HO OH
0 0
HO
H&/SPF‘ HO& SPh
N3 OH
7 7a

Von grolem Interesse in einer Reihe von biologischen und pathologischen Prozessen sind,
wie schon in der Einleitung erwdhnt, Strukturen, die ein Neu5Aca(2-3/6)Gal[31-Epitop
enthalten. Es sollen daher eine Reihe von Gal[3(1-3)- und Gal(1-4)-verknipfte Strukturen
synthetisiert werden, die einerseits zur Untersuchung der Transfereigenschaften der
Substratspezifitédt und Transfereigenschaften der Sialidasen andererseits als Building Blocks

fur eine Reihe von sialylierten Zielstrukturen eingesetzt werden.

In verschieden Arbeiten wurde das enorme synthetische Potential der B—Galactosidasen aus
unterschiedlichsten Quellen demonstriert. Das meist as Donor verwendete p-Nitrophenyl-[3-
galactosid (pNp-Gal) ist kommerziell erhétlich und dies — im Gegensatz zum entsprechenden
pPNp-NeuSAc — zu einem Preis, der praparative Synthesen erlaubt. Der zur Zeit noch recht
hohe Preis der pNp-NeuSAcC liegt in erster Linie in der teuren N-Acetylneuraminisaure und
einem im Vergleich zu pNp-Ga weniger effizientem Syntheseverfahren begrindet. Aber
durch ein sat kurzem in Japan etabliertes Verfahren zur Darstellung von N-
Acetylneuraminsaure im Kilogramm-Mal3stab ist zu erwarten, daf3 die Preise fur diesen

Zucker in naher Zukunft auch in Europa sinken werden.

Weliterhin hat auch die weltweit im Tonnenmal3stab produzierte Lactose ihre Eignung als
Donor unter Beweis gestellt. Speziell im Nahrungsmittelbereich ist die Lactose als Donor
interessant, da das Aglycon Glucose, welches im Verlauf der Transgalactosylierung
abgespalten wird, ungiftig ist. pNp-Gal, das be der enzymkatalysierten Spaltung
p-Nitrophenol freisetzt, ist in diesem Bereich aufgrund seiner Toxizitét nicht einsetzbar.

So ist inzwischen eine Vielzahl von B—Galactosidasen kommerziell erhdtlich oder zumindest

mit der Standardeinrichtung eines organisch-chemischen Labors aus Naturprodukten zu

isolieren.”™ Sowohl in bezug auf Ausbeuten as auch durch die teilweise ausgepragte
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Regioselektivitét sowie ihr einfaches Handling eignen sich enige [—Galactosidasen
hervorragend zur stereospezifischen und regioselektiven Synthese [(—galactosylierter

Strukturen.

Es sollen daher einige der oben beschriebenen Produkte regioselektiv galactosyliert werden.
Hierbei kamen die B-Galactosidasen aus Bacillus circulans und aus Rinderhoden zum
Einsatz.

Fur die B—-Gaactosidase aus Bacillus circulans wird eine Hydrolyse [3—galactosidischer

Verknupfungen in folgender kinetischer Préferenz beobachtet:
D-Galf3(1-4)-OR > D-Gal3(1-6)-OR >> D-Gal[3(1-3)-OR (R =Gly)

Dies ist aus chemischer Sicht insofern bemerkenswert, weil die 4-OH-Funktion as die
chemisch reaktionstrégste Position in einer Vielzahl von Hexopyranosen gilt.

B—-Galactosidase aus Rinderhoden zeigt bei der Hydrolyse eine leichte Préferenz fur 3(1-3)
galactosylierte Verbindungen:

D-GalpB(1-3)-OR > D-GalB(1-6)-OR ~ D-GalB(1-4)-OR (R = Gly)

Allerdings konnte gezeigt werden, dal3 die P—-Gaactosidase aus Rinderhoden unter
Transglycosylierungsbedingungen eine deutliche Préferenz fir die Bildung B(1-3)
galactosidischer Verknupfungen besitzt, die zur weitgehend regiosel ektiven Synthese genutzt
werden kann. Diese Ergebnisse zeigen, dal3, wie bereits im Falle verschiedener Sialidasen
anfangs erwahnt, Glycosidasen mit einem bestimmten kinetischen Hydrolyseprofil bei dem
Einsatz unter Transglycosylierungsbedingungen deutlich unterschiedliche Regioselektivitéaten
zeigen. Grunde fir dieses Verhalten sind bisher unbekannt, da die wesentlichen Unterschiede
bei einer Transglycosylierung gegeniber einer Glycosidase-induzierten Hydrolyse in der

Konzentration der Donor- und Akzeptorsubstrate liegen.

Zur Darstellung des T-Antigens werden Verbindungen 4a und b mit pNp-B-Ga und

B-Galactosidase aus Rinderhoden nach Gambert et al.* inkubiert. Das Threoninderivat 5a
wird hierbel in 28%, das Serinderivat 5b in 25% Ausbeute erhalten.
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Abb. 7

In beiden Féalen wurde keine Bildung von (B(1-4) oder B(1-6)verknipften Isomeren
beobachtet. Da es sich bei dem verwendeten Enzym um einen Rohextrakt handelt, ist u.a
Fremdaktivitéat von B—Hexosaminidasen zu beobachten. Dies schrankt das Einsatzspektrum
der Enzympraparation in einem gewissen Mal3e ein. Allerdings sind die meisten biologisch
relevanten Epitope, die eine N-Acetylglucosamin- und N-Acetylgal actosamin-Einheit besitzen
a-glycosidisch verkniipft. Da der Rohextrakt keine a-Hexosaminidase-Aktivitdt aufweist,

sind diese Strukturen vor enzymatischer Hydrolyse geschuitzt.

Eine weitere Aufreinigung des Rohextrakts wirde daher nur Sinn machen, wenn tatséchlich

mit terminal 3-substituierten N-Acetyl glycosaminen gearbeitet wird.

2-Desoxyzucker werden in zahlreichen biologisch aktiven Naturstoffen vorgefunden, so unter
anderem in Calicheamycin, Daunomycin, Mithramycin und Compactin. Es ist daher von
Interesse zu untersuchen, wie sich diese Moleklle unter Transsialylierungsbedingungen
verhalten und ob sich das Fehlen der 2-Desoxygruppe auch in einem gewissen Abstand vom

aktiven Zentrum der Sialidase bemerbar macht. Ausgehend von 2-Desoxygalactosid 11a wird

oH OH . OH OH oH OH
Rinderhoden o o
O .
-galactosidas
HO i SRl o
\ OH
11a OMe pNp-BGal PNp 12 OMe
OH ,OH
OH AOH B. circulans o
Q -galactosidas o JOH
HO HO
OH O
11a OMe pNp-BGal pPNp HO.
13 OMe

Abb. 8
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zunéchst die B(1-3)-gaactosylierte Verbindungen in 21% (12) sowie das [3(1-4)Isomer in
36% (13) Ausbeute regiosel ektiv Q/nthetisiert.31

Fur die Regioselektivitdt der Reaktion scheint sich das Fehlen der 2-OH-Funktion nicht
bemerkbar zu machen, da in beiden Fallen ausschliefdlich die gewlnschten B(1-3) und
B(1-4)Isomere gefunden werden. Allerdings fiel die Ausbeute gegeniiber vergleichbaren
Reaktionen im Fall der 3(1-3)Galactosylierung von 11a ab. Eine mdgliche Ursache kdnnte
eine verminderte Bindung des Akzeptors im aktiven Zentrum aufgrund der relativ

hydrophoben Molekilunterseite sein.

Inwieweit die Regioselektivitét der Transsialylierung durch die Stereochemie des Aglycons
beeinfludt wird, soll anhand der Verbindungen 8 und 14 untersucht werden. Diese
Verbindungen sind aufgrund ihrer chemisch leicht variierbaren Substituenten, der
Azidogruppe und der Allylgruppe, fur organisch-chemische Blocksyntheseschritte interessant.
Katalysiert mit [(—Galactosidase aus Rinderhoden wurden 8 und 14 in guten bis
befriedigenden Ausbeuten (8: 24%, 14: 21%) synthetisiert.

OH OH OH OH
OH Rinderhoden PH
Q R2 B-galactosidase_ Q Q R2
N3 OH N3
R pNp-pGal pNp R
6b R = OCH,CHCH,, R? = H 8 R'=0OCH,CHCH,, R*=H
6a R?= H, Rt = OCH,CHC H, 14 R?=H, R* = OCH,CHCH,

Abb. 9

Ebenfalls als Building Blocks kommen die 2-Azidoglucoside 15 und 16 in Frage. Das 2-
Azidothioglucosid (7) kann durch kupferkatalysierten Diazotransfer” und anschlieRende
Uberfiihrung in das OH-freie Thioglycosid nach Standardmethoden erhalten werden.
Verbindung 7 konnte in befriedigender Ausbeute von 19% zum Disaccharid 15 (3(1-3)

ga actosyliert werden. Entsprechend wurde in 24% Lactosamin-Precursor 16 synthetisiert.
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o Rinderhoden OH OH OH
HO B-galactosidase_ OHo o
H SPh 4 -
N3 HO
OH N
! PNp-BGal pNp 15 3
OH
o B. circulans OH OH oH
HO i ) o
H SPh B-galactosidase S o
N 4\\\\ Ho SPh
: on HO
! pNp-pGal pNp N;

16

Abb. 10

3.4 Sialidase-katalysierte Synthese sialylierter Glycokonjugate

Als N-Acetylneuraminsdure-Donor kommen eine Reihe von Verbindungen in Frage. Am
naheliegendsten scheint hierzu die Wahl eines natirlichen Substrats der Sialidasen, eines
Sialyloligosaccharids wie z. B. der Siayllactose (17). Allerdings sind die meisten
kommerziell erhdtlichen Sialyloligosaccharide extrem teuer (1 mg DM 255, SIGMA-Aldrich,

Deutschland), was ihre Eignung as potentielle Donorsubstrate in einer préparativen

COOHOH OH OH
0
O&/O ?
HO

Sialylierung stark einschrankt.

HO OH

HO OH
17 OH ™on

Ein weiterer Nachteil in der Verwendung eines Sialyloligosaccharids liegt in der notwendigen
Aufreinigung der Produktmischung im Anschlu® an die Siaylierung. Da die Saidase-
katalysierte Transsiaylierung selten mehr as 30% Ausbeute liefert, befindet sich in der
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Produktmischung neben dem eigentlichen Produkt und dem hydrolysierten Aglycon des
Siayldonors (im Fall von Siayllactose ist dies Lactose) ein hoher Antell an nicht
umgesetzten Akzeptor. Um diesen zurtckzugewinnen, sind meist relativ aufwendige
chromatographische Verfahren notwendig. Eine weitere Verunreinigung des Gemischs durch
das Donoraglycon erschwert diese Rickgewinnung haufig betrachtlich. Es erscheint daher
sinnvoll Sialyldonoren zu verwenden, die neben einer guten Spaltbarkeit durch die Sialidase
auch eine einfache Aufreinigung des Produktgemischs ermdglichen. Weiterhin
winschenswert ist ein Aglycon, das es erlaubt den Fortgang der Reaktion mit einfachen
Methoden zu verfolgen. Eine dinnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung ist
aufgrund des waldrigen Reaktionsmediums relativ zeitaufwendig. Alternative Verfahren wie
die Photometrie oder HPLC mit UV- oder Fluoreszenzdetektion erlauben eine deutlich
schnellere Bestimmung des Reaktionsverlaufs. Dieser Faktor ist eine bel der Glycosidase-
katalysierten Transglycosylierung nicht zu unterschétzende Grofde, da das Maximum der
Produktbildung und der Beginn der Hydrolyse des Produkts haufig in einem engen Zeitfenster

von wenigen Minuten liegen.

In friheren Arbeiten wurde eine Reithe mdglicher Sialyldonorsubstrate untersucht.” Hierbei
zeigte sich, dal3 das haufig zur Aktivitétsbestimmung herangezogene p-Nitrophenyl-N-
acetylneuraminsdureglycosid (pNp-NeubSAc, 18) am besten zur Sialidase-katalysierten
Transglycosylierung eignet. Ein im Rahmen dieser Arbeit neu untersuchter Sialyldonor, das
Methylumbelliferyl-N-acetylneuraminsdureglycosid (MU-Neu5Ac, 19), welches bevorzugt
als nicht-naturlicher Donor fir die Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruz eingesetzt wird (s.

Kap. 3.4), zeigte mit Modellakzeptoren eine dem pNp-NeuSAc (18) vergleichbare

Transferaktivitdt. Da das pNp-Neu5Ac (18) préparativ leichter zuganglich ist,76 wurde dieses
bevorzugt eingesetzt.

Ein weiterer Vorteill des pNp-NeuSAc (18) liegt in der intensiven Gelbfarbung des bel der
Transglycosylierung bzw. Hydrolyse freigesetzten p-Nitrophenols. So 18/ sich bereits durch
optische Begutachtung des Inkubationsansatzes eine erste Einschétzung des Transglycosy-
lierungsverlaufs vornehmen. Durch Einsatz eines Photometers kann eine quantitative
Bestimmung des freigesetzten p-Nitrophenols durchgeftihrt werden, und damit eine exakte
Aussage Uber die noch im Inkubationsassay befindliche Menge von nicht umgesetztem pNp-
NeuSAc erfolgen. Alternativ kann auch eine Bestimmung des pNp-NeuSAc durchgefihrt

werden, allerdings ist die Bestimmung des p-Nitrophenolats wesentlich empfindlicher und
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daher fir genaue Aussagen Uber den Reaktionsverlauf besser geeignet. Die photometrische

77,78

Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitéten erfolgte anhand etablierter Methoden.

Wie in friheren Arbeiten bereits gezeigt wurde, besitzen die Sialidasen aus Vibrio cholerae
und Clostridium perfringens unter Transglycosylierungsbedingungen eine ausgepragte
Regioselektivitét fur die a(2-6)-Sialylierung. So konnten Sauerbrei et al. zeigen, dal3 durch
Immobilisierung und gezielte Variation der Inkubationsbedingungen deutliche Unterschiede
in der Regioselektivitét der Sialidase-katalysierten Transsiaylierung auftreten.”™ Ajisska et
al. synthetisierten unter Verwendung der Sialidasen aus Vibrio cholerae, Clostridium

perfringens und Newcastle Disease Virus regioselektiv siaylierte Lewis‘- und Lewis™

79
Precursorstrukturen.

In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 die Regioselektivitét der
Transglycosylierungsreaktion von Vibrio cholerae und Clostridium perfringens Sialidase bei
relativ niedrigen Inkubationstemperaturen von 20-25°C noch nicht sehr ausgepragt i Bei
den meisten Akzeptorstrukturen wurde hier eine regioselektive Préferenz von 3:1 bis 5:1 der
0(2-6) gegenuber den a(2-3)-Siaylierungen beobachtet. Erst bei hdheren Temperaturen
verschiebt sich das Verhdtnis deutlich zugunsten der a(2-6)-siaylierten Isomere, teilweise

allerdings auf Kosten der Gesamtausbeute.

Salmonella typhimurium Sialidase ist die erste bekannte Sialidase mit einer ausgepragten
Regioselektivitét fur die a(2—-3)Verknipfung. Das synthetische Potential dieser Siaidase

wurde bereits angedeutet.80

Der Verlauf der Transsialylierungsreaktion wurde routinemalig per HPLC und

Dunnschichtchromatographie verfolgt.

Um die Aggregation der Enzyme im Inkubationsverlauf — insbesondere bel langeren
Inkubationen — soweit wie mdglich zu unterbinden, wurde den Enzymstandardlsungen
Rinderserumalbumin (BSA) zugesetzt. Hierbel ist es aul3erordentlich wichtig, extrem reines

BSA zu verwenden, da BSA meist mit Glycoproteinfragmenten verunreinigt vorliegt.

Ausgehend von Verbindung 4a, dem Ty.Antigen-Epitop, wurde durch Transsialylierung mit
den Sialidasen aus Vibrio cholerae, Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium und
Newcastle Disease Virus die siaylierten Derivate 20 in 16% (V. cholerag) bzw. 10% (C.
perfringens) und 21 in 15% (S. typhimurium) bzw. 10% (Newcastle Disease Virus) erhalten.
In alen Beispielen konnten die Zielstrukturen regioisomerenrein erhalten werden. Dies
konnte durch HPLC-Messung aus der Produktmischung heraus und NMR-Auswertung der
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isolierten Produkte bestétigt werden. Allerdings zeigte sich bei einer engmaschigen HPLC-
Messung, dal? teilweise im Reaktionsverlauf durchaus in nicht unbetréchtlicher Menge auch

die jewells unerwiinschten Regioisomere entstehen.

vcs/cPsP

pNp-aNeuS5Ac

OH
OH o 20 NH|  NHg"
AcQ, ; 0O
Y NH3+ W
NHL  ° CHs O

AcO O

c d
4a CH; O STS/NI&*: HO\‘W o)
AcHN o
pNp-aNeu5Ac pNp HO NH NH3+
21 A0 o

CH; O

Regioisomerenverhaltnis

Sialidase Produkt Ausbeute [%]

a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 20 16 >99 <1
Clostridium perfringensb 20 10 >99 <1
Salmonella typhimurium® 21 15 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 21 10 <1 >99

Abb. 11

Im Fal des sich nur im Aminosdurerest unterscheidenden Akzeptors 4b wurden bei
geringflgig niedrigeren Ausbeuten dhnliche Tendenzen festgestellt wie im Fall des Threonin-
Derivats (4a). Befriedigenden Ausbeuten fir die Sialidasen aus Vibrio cholerae und
Salmonella typhimurium stehen wiederum etwas niedrigere Ausbeuten bel Einsatz der
Neuraminidasen aus Clostridium perfringens und Newcastle Disease Virus gegeniber bei
gleichzeitig deutlich langeren Inkubationszeiten der Clostridium perfringens Sialidase
verglichen mit den Ubrigen Sialidasen (Abb. 12). Wéahrend erstere zwischen 16 und 28h
Inkubationszeit bendtigen, mul3 flr letztere die Mischung teillweise bis zu 48h inkubiert
werden, um eine signifikante Produktbildung zu detektieren. In diesen Féllen muf3 periodisch
Enzymaktivitdt zugefuhrt werden, da die zur Transsialylierung notwendige Enzymmenge sich
durch thermische Inaktivierung kontinuierlich verringert.
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HO OH
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pNp-aNeu5Ac pNp AcH e Q
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4a ) STSYNDVS? o
° AR o
Np-aNeu5Ac Np A€
PNp PNp HO ’ NH ':\‘H3+
ACOV;\’&O
o
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 22 13 >99 <1
Clostridium perfringensb 22 9 >99 <1
Salmonella typhimurium® 23 12 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 23 5* <1 >99
*wurde per HPLC bestimmt und nicht isoliert
Abb. 12

Deutlich bessere Ausbeuten konnten mit dem sterisch wenig anspruchsvollen Akzeptor 11a
erhalten werden. Mit Ausbeuten von bis zu 26% im Falle der a(2-6)-Sialylierung bzw. 22%
fur a(2-3)-Siaylierung konnten fur diese Art der Glycosylierung gute Transferraten erreicht
werden. Im Fale der Salmonella typhimurium Sialidase-katalysierten Reaktion wurde
allerdings auch zu 8% das a(2-6)-Isomer gebildet. Daran wird deutlich, wie eng beieinander
die Regioselektivitéten der Sialidasen im Falle der Transglycosylierung liegen. Eine mégliche
Erkldrung fur die verstarkte Bildung des regioisomeren Nebenprodukts konnte in einer
verminderten Bindung des Akzeptors im aktiven Zentrum aufgrund der relativ hydrophoben

Molekllunterseite begriindet sein.
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HO OH
COOH
ves?/cps® OH

HO O-
pNp-aNeu5Ac pNp  AcH Q

OH OH HO HO

O 24 OMe
H
OMe
1lla
STS®/NDVS"
pNp-aNeu5Ac
OMe
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)

Vibrio cholerae® 24 26 >99 <1
Clostridium perfringensb 24 15 >99 <1
Salmonella typhimurium® 25 22 <8 >92
Newcastle Disease Virus® 25 14 <1 >99

Abb. 13

Fur das 3-anomere 2-Desoxygalactosid 11b lief3en sich vergleichbar hohe Transferraten von

bis zu 21% erzielen. Wiederum konnten bei den Transsialylierungen mit Vibrio cholerae und

Salmonella typhimurium Sialidase deutlich hohere Ausbeuten erzielt werden. Die Ausbeute

flr 26 lag um ein Drittel hoher, fir das a-Anomer 27 war sie sogar um zwei Drittel hoher.

OH

HQ

vCS?/CPS®

PNp-aNeu5Ac

oH JOH
(@]
H OMe
11b
STSYNDVS®
PNp-aNeu5Ac
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)

Vibrio cholerae® 26 21 >99 <1
Clostridium perfringensb 26 14 >99 <1
Salmonella typhimurium® 27 20 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 27 14 <1 >99

Abb. 14
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Als weitaus schwieriger erwies sich die Transsialylierung der 2-Azidogalactoside 6b (Abb.
15) und 6a (Abb. 16). Verbindung 6b konnte mit Vibrio cholerae Sialidase nur in 8% zu 28
a(2-6)-sayliert werden. Mit Clostridium perfringens Sialidase konnten nach 120h
Inkubation nur Spuren von 28 nachgewiesen werden, ebenso im Fall der Newcastle Disease
Virus Siaidase, wo ebenfalls selbst nach 120h Inkubationszeit kein nennenswerter Umsatz
stattgefunden hatte. Mit Sialidase aus Salmonella typhimurium wurde eine Ausbeute von 12%
fur 29 erzielt. In beiden Féllen, in denen ein Umsatz erzielt werden konnte, fallt auf, dal? die
Regioisomerenverhdtnisse deutlich zuungunsten der gewinschten Produkte liegen. Hier
konnte auch durch Variation der Inkubationszeit und —temperatur oder durch Anderung der
Konzentration bzw. des Verhdtnisses von Donor und Akzeptor keine Verschiebung in

Richtung des gewtinschten Regioisomers erreicht werden.

Eine mdgliche Ursache kdnnte auch hier, wie im Fale der Transsalylierung von 11a, eine
relativ hydrophobe Molekilunterseite sein, der zu einer schwacheren Bindung und damit

einer kirzeren Verweildauer im aktiven Zentrum fihrt.

a b COOH
VCS /CPS
HO
pNp- aNeu5Ac AcH
oH OH
O]
H
N3 S
V\
ob § COOHOH JOH
STSCINDVS
HO
pr-aNeuSAc AcH
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 28 8 74 26
Clostridium perfringensb - - - -
Salmonella typhimurium® 29 12 15 85

Newcastle Disease Virus® - - -

Abb. 15

Im Fall des B—Anomers 6a wurde ein deutlich verminderter Umsatz bel gleichzeitig méaldiger
Regioselektivitét beobachtet. Hier konnte wiederum nur mit den Sialidasen aus Vibrio

cholerae und Salmonella typhimurium ein nennenswerter Umsatz von 10-11% erzielt werden.
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Clostridium perfringens und Newcastle Disease Virus Siadlidase zeigten auch nach
verlangerten Inkubationszeiten fast ausschliefdlich Hydrolyseprodukte.

Allerdings ist zu betonen, dal? es sich bei 6a und 6b um keine Inhibitoren der Sialidase
handelt, da - im Rahmen der Mel3genauigkeit — die gleiche Menge pNp-Neu5Ac pro Stunde
hydrolysiert wurde wie im Fall erfolgreich umgesetzter Substrate. Dies konnte in ener
Inhibitionsstudie bestétigt werden, die zeigte dald der Zusatz von 6a und 6b zur
Inkubationsl6sung unerheblich fir die Hydrolyserate war. Bel einem Blindversuch, bei dem
der Pufferlosung kein Enzym zugesetzt wurde, wurde hingegen eine fast vollsténdige
Unterbindung der Hydrolyse von pNp-Neu5A ¢ beobachtet, so dal3 daraus geschlossen werden
kann, dal3 die enzyminduzierte Hydrolyse des Donors fir die Freisetzung des p-Nitrophenols
verantwortlich ist. Es ist hingegen bekannt, dal3 p-Nitrophenol selber ein schwacher Inhibitor
der Sialidase ist und bei seiner Freisetzung im Reaktionsverlauf eine sogenannte
Feedbackinhibition bewirkt. Dies hat allerdings keine grof3e Auswirkung auf den
Reaktionsverlauf, wie im Fall der B—Galactosidasen gezeigt werden konnte. Die Verwendung
von Donoren mit einem nicht inhibierenden Aglycon wie z.B. Sialyllactose bringen keine
deutliche Verbesserung der Transferaktivitét.

b COOH
vcs%cps
HO
pNp- aNeuSAc pNp AcH
o N3
H OV\

N3 o
COOHOH OH
6a STS‘VNDVSd
HO
pr-(xNeu5Ac ACH
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 30 10 80 20
Clostridium perfringensb - - - -
Salmonella typhimurium® 31 11 9 91

Newcastle Disease Virus® - - - -

Abb. 16

Die Verbindungen 7 und 7a sind aus zwei Gesichtspunkten fir eine enzymatische Synthese

interessant: Zum einen sind sie Bausteine in einer Reihe biologisch-aktiver Verbindungen.
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Zum anderen besteht durch die Wahl des Thiophenyl-Aglycons die Mdglichkeit, die
Galactosyl- bzw. 2-Azidoglucose-Einheit in einem ersten Schritt stereo- und regioselektiv zu
siaylieren. Dieser unter klassischen Bedingungen héufig recht komplizierte Schritt kann
somit beim Aufbau einer Oligosaccharidstruktur getrennt erledigt werden. Daher muf3 weder
auf die hohe Substratspezifitdt einer im Fall der linearen Synthese evtl. verwendeten
Siayltransferase Rucksicht genommen werden, noch stellen sich die teilweise extrem
schwierigen Trennprobleme der haufig nicht hundertprozentig stereoselektiv verlaufenden
klassisch-chemischen Sialylierungsmethoden ein. Die Disaccharidbausteine 32 - 35 kénnen
statt dessen in  ener Blocksynthese im letzten Schritt durch klassische
Glycosylierungsmethoden in eine Akzeptorstruktur eingebaut werden (s. Kap. 3.6).

Ausgehend vom Thiogalactosid 7a konnten unter den bekannten Bedingungen in bis zu 16%
Ausbeute die a(2-6)-Verbindung 32 und in 14% das a(2—-3)-Derivat 33 synthetisiert werden.
Eine gewisse Einschrankung der Methode liegt in der begrenzten Stabilitét der verwendeten
Thioglycoside. Unter den verwendeten Inkubationsbedingungen konnte der Zerfall von
Akzeptor oder Produkt zu den freien Zuckern weitgehend in Grenzen gehalten werden. Fur
die Inkubation mit Newcastle Disease Virus Sialidase erschien es jedoch notwendig die
Inkubationstemperatur von normalerweise 37°C auf 30°C zu senken, was die Ausbeute im
Vergleich mit anderen Akzeptoren aber nicht deutlich verschlechtert hat. Nur im Fall der fir
Clostridium perfringens Sialidase notorisch langeren Inkubationszeiten wurden bel der
Reaktionsverfolgung in der HPLC und nach der anschlief3enden Aufreinigung im NMR etwa
10% des freien Zuckers detektiert. Da die Ausbeuten hier ohnehin bedeutend niedriger sind

alsim Fall der Vibrio cholerae Sialidase, ist dies aber von untergeordneter Bedeutung.

Bedeutsamer hingegen ist die nur eingeschrankte Lagerfahigkeit aller salylierten
Thioglycoside. Bereits nach zwei Wochen Lagerung bei —15°C waren Zerfallsprodukte
erkennbar, nach 6 Wochen hatten sich bereits bis zu 20% der Produkte zersetzt. Dieser
Befund Uberrascht , da die Produkte immerhin Inkubationen von bis zu 20h bei bis zu 30°C
im leicht sauren Puffermedium weitgehend schadlos Uberstanden hatten. Inwiewelt evtl. noch
vorhandene Wasserspuren zusammen mit der Carboxyfunktion der Neuraminsdure hierfur
verantwortlich sind oder ob die Verbindungen selber instabil sind, war nicht eindeutig zu
klaren. Eine Schwierigkeit bei der Aufreinigung der sialylierten Produkte besteht darin, noch
vorhandene Wasserspuren vollstandig zu entfernen. Ungeschitzte sialylierte Verbindungen
tendieren dazu, eine sirupartige Konsistenz anzunehmen und sind zudem teilweise

hygroskopisch. Fir eine langere Lagerung der so synthetisierten Strukturen empfiehlt es sich
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daher, diese in die geschitzte Form (acetylierte, benzoylierte oder benzylierte Form) zu

Uberfuhren.
vCcs?#cpsP
pNp-aNeu5Ac
OH ,OH
O _—
HO SPh
OH
a STSYNDVS®
pNp-aNeu5Ac
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae? 32 16 >99 <1
Clostridium perfringensb 32 12 >99 <1
Salmonella typhimurium® 33 14 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 33 14 <1 >99
Abb. 17

Auch im Fall des Akzeptors 7 konnte eine im Rahmen der Methode zufriedenstellende
Ausbeute erzielt werden. Das a(2-6)-sialylierte Glucosaminderivat 34 konnte ebenso in bis
Zu 12% Ausbeute erhalten werde wie die a(2-3)-sialylierte Variante 35. Auch hier wurde
eine nur begrenzte Stabilitét der Produkte beobachtet.
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33

Regioisomerenverhaltnis

Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 34 12 >99 <1
Clostridium perfringensb 34 10 >99 <1
Salmonella typhimurium® 35 12 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 35 9 <1 >99

Abb. 18

Verbindungen 36 und 37 wurden bereits tellweise in friheren Arbeiten durch Salidase
katalysierte Transglycosylierung g/nthetisiert.“ﬁ’47 Die fur 36-39 beschriebenen Ergebnisse
und Ausbeuten sind teilweise in Bezug auf Regioselektivitét und Ausbeute aktualisiert, bzw.
um Resultate fur die Transsialylierung mit Salmonella typhimurium und Newcastle Disease
Virus Sialidase erganzt. Hierbei zeigt sich, wie sehr im besonderen auch die Regiosel ektivitat
der Reaktion von den Inkubationsparametern beeinflufd wird. So wurden im Fall der Vibrio
cholerae Sialidase bei einer Inkubationstemperatur von 25°C noch bis zu 15% des a(2—-3)-
siaylierten Galactosids gebildet, bei 30°C hingegen wurde ausschliefdlich das a(2-6)-Produkt
isoliert.

Ebenso ergab die Analyse der Transferaktivitédt der einzelnen Sialidasen, dal3 mit Clostridium
perfringens Siaidase deutlich niedrigere Ausbeuten im Vergleich mit den drel anderen
Sialidasen erzielt werden, deren Ausbeuten zwischen 16-18% liegen. Auffélig ist wieder die
geringfligige Bildung des a(2-6)Regioisomers im Fall der Salmonella typhimurium
Sialidase.
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Regioisomerenverhaltnis

Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 36 18 >99 <1
Clostridium perfringensb 36 10 >99 <1
Salmonella typhimurium® 37 16 5 95
Newcastle Disease Virus® 37 17 <1 >99

Abb. 19

Die fur das a-Galactosid (10a) gegebenen Interpretationen konnen weitgehend auf das
Methyl-B-galactosid 10b Ubertragen werden. Ausbeuten von bis zu 16% fur das a(2-6)
verknupfte Disaccharid (38), bzw. 18% fur das a(2-3)-verknipfte Analogon (39) sind
zufriedenstellende Resultate bel gleichzeitig hoher Regiosel ektivitét.

HO OH

VCS?CPSP

N\ HO o-
pNp-aNeu5Ac pNp  AcH Q
HO HO OMe
OH JOH 38 OH
o S
H OMe
OH

HQ,
OH COOHOH ,OH
10b STSYNDVS? 0
pNp-aNeu5Ac N © OMe
: pNp
HO 39 OH
o Regioisomerenverhéltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 38 16 >99 <1
Clostridium perfringensb 38 10 >99 <1
Salmonella typhimurium® 39 15 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 39 18 <1 >99

Abb. 20

Bel der Darstellung der sialylierten T-Antigenstrukturen 40 und 41 wurden mit Ausnahme der
Clostridium perfringens Sialidase-katalysierten Reaktion vergleichbare Ausbeuten von 10-
12% erzielt. Dies liegt zwar deutlich unter den Werten, die fur die Sialylierung des Ty-
Antigen-Epitops erreicht werden konnten, aber angesichts der unter klassisch-chemischen
Bedingungen teilweise notwendigen aufwendigen Schutzgruppenstrategien und begrenzten
Stereoselektivitét, speziell im Fall der Sialylierung, erscheint die Sialidase-kataysierte

Transglycosylierung hier asinteressante Alternative.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 40 12 >09 <1
Clostridium perfringensb 40 4* >99 <1
Salmonella typhimurium® 41 11 7 93
Newcastle Disease Virus® 41 10 <1 >99
*wurde per HPLC bestimmt und nicht isoliert
Abb. 21

Allerdings sind auch im Fal der Sialidase-katalysierten Transglycosylierung einige
Fallstricke zu beachten. Bei Einsatz der Salmonella typhimurium Sialidase wird eine nicht
unerhebliche Bildung der regioisomeren Verbindung 40 beobachtet. Die Bildung dieses
praparativ. zwar wertvollen Nebenprodukts erschwert die anschlief3ende Aufarbeitung
betrachtlich. Zwar kann die Bildung von 40 durch gezielte Variation der
Inkubationsbedingungen, z. B. durch Erhthung der Inkubationstemperatur, Variation des
verwendeten Puffers (und damit des pH-Werts) oder Variation der Donor-Akzeptor-Relation
unterbunden werden, aber bei Optimierungsversuchen konnte so in keinem Fall auch nur
anndhernd die unter Standardbedingungen erhaltene Ausbeute erzielt werden. In der Regel
lagen die Ausbeuten hier bel 4-8%.

Soll daher eine siaylierte Verbindung regioisomerenrein in gréfderen Mengen erhalten

werden, so sind verschiedene Parameter in Betracht zu ziehen.
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o |stdie Siaidase kommerziell erhdltlich?
» Zeigt die Sialidase unter Inkubationsbedingungen eine ausgepragte Regiosel ektivitét?

» Kannder bel der Inkubation nicht umgesetzte Akzeptor einfach zuriickgewonnen werden?

Falls nur einige der Parameter erflllt sind, ist eine Abwagung vorzunehmen, was bei einer
praparativen oder semipraparativen Synthese insgesamt den geringstmoglichen Aufwand
bedeutet.

» Sollen niedrigere Ausbeuten in Kauf genommen werden, wenn die Umsetzung daf Ur
regiospezifisch verlauft?
» Oder soll versucht werden, die Gesamtausbeute zu maximieren und die Produkte durch

geeignete Methoden nach der Inkubation voneinander zu trennen?

Um dies abzuwagen, mussen die moglichen Verfahren zur Trennung von Regioisomeren-

gemischen verglichen werden.

Zunéchst gibt es die Méglichkelt, die regioisomeren Produkte chromatographisch zu trennen.
Uber die klassische Aufreinigungsmethode, Biogel P2, ist dies nicht mdglich, da es sich
hierbel nur um eine Trennung nach dem Prinzip der Size-Exclusion handelt. Uber HPLC-
Methoden ist eine Trennung unter Verwendung von Aminosdulen im analytischen bis
semipraparativen Mal3stab durchaus mdglich, aber bei grof3eren Mengen aufgrund des doch
sehr dhnlichen chromatographischen Verhaltens schwierig. Eine Basislinientrennung ist hier
nur in Einzelfdllen zu erzielen. Generell gilt: Je grof3er das Oligosaccharid, umso schwieriger
die Trennung von Isomeren. Eine weitere Moglichkeit liegt in der regioselektiven
Derivatisierung eines der Regioisomeren. Die hier wohl am besten geeignete Methode ist die
selektive Lactonbildung von a(2-3)-salylierten Verbindungen. Hierbei handelt es sich
eigentlich um ene Nebenreaktion, die haufig bel ungeschitzten a(2-3)-siaylierten

Sacchariden unter sauren oder basischen Bedingungen stattfindet.” ™
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Abb. 22

Es besteht daher die Moglichkeit, aus Regioisomerengemischen das a(2-3)-Derivat in ein
neutrales Zwischenprodukt umzuwandeln, das auf einem Anionentauscherharz im Gegensatz
zur nicht-lactonisierten Verbindung nicht gebunden wird. Allerdings eignet sich diese

Methode erst bei relativ grofden Mengen regioisomerer Sialyloligosaccharide.

Eine Methode, die sich auch in kleinem Mal3stab gut durchfUhren 83, wurde unter anderem
von Hedbys bei der [-Galactosidase-katalysierten Synthese von Galactooligosacchariden
beschrieben.” Um ausgehend von einem Regioisomerengemisch eins der Regiosomere rein
zu erhalten, wird die Mischung mit einer Glycosidase mit ausgepragter Regioselektivitat fur
die Bindungsart des unerwiinschten Regioisomers in verdinnter Losung inkubiert und so das

unerwinschte Regioisomer selektiv hydrolysiert.

Im vorliegenden Fall wird nach der Denaturierung der Salmonella typhimurium Sialidase die
Reaktionsmischung mit Pufferlésung verdinnt und anschlief3end kurz mit Arthrobacter
ureafaciens Sialidase inkubiert. Das unerwiinschte a(2—6)-Isomer wurde so selektiv innerhalb
einer Minute hydrolysiert. Da die kinetische Auflosung der jeweiligen Regioisomere nicht
sehr ausgepragt ist, muld darauf geachtet werden, die Inkubation sofort nach Abschluf3 der
Hydrolyse des a(2—-6)-Regioisomers zu beenden. Im Gegensatz zur Ublichen Vorgehensweise
wird die Inkubationsmischung mit dem doppelten Volumen Ethanol versetzt und erst dann

thermisch inaktiviert.

Die jeweiligen Serinderivate des T-Antigens (44, 45) konnten nur in erheblich geringerem
Mal3e sialyliert werden. So werden sowohl das a(2-6)- (44) as auch a(2-3)-Derivat (45) in
jeweils 10% synthetisiert, wobel im Fal der Salmonella typhimurium Sialidase das
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regioisomere Nebenprodukt berilicksichtigt wurde. Eine Ursache fir dieses ungewoéhnliche
Verhaten konnte nicht ermittelt werden. Der nur geringe strukturelle Unterschied, der sich
dazu noch relativ weit vom aktiven Zentrum des Enzyms befindet, scheint keine Erklarung zu
bieten. Zu vermuten bleibt nur eine Verunreinigung des T-Antigen-Serin-Derivats (5b), fir

die allerdings nach umfangreicher Analytik keine Bestatigung gefunden werden konnte.
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COOH OH ,OH OH ,OH
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NHI - NHS'
HO 45 OH ACO o
o
o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 44 10 >09 <1
Clostridium perfringensb 44 - >99 <1
Salmonella typhimurium® 45 11 10 90
Newcastle Disease Virus® 45 8 <1 >99
Abb. 23

Der Trend des andersartigen Verhaltens der Clostridium perfringens Sialidase und
weitgehenden Konformitét der Gbrigen drei Sialidasen setzt sich auch bei der Siaylierung des
Disaccharids 12 fort. Ausbeuten von 10-14% bel alerdings verminderter Regioselektivitét
sind im Rahmen der bisher beobachteten Ergebnisse. Aufféllig ist hier die zum ersten Mal
beobachtete verminderte Regioselektivitdt der Transsialylierung mit Vibrio cholerae
Sialidase. So wurde in geringfiigigem Umfang (5%) auch das a(2—3)-Regioisomer gebildet.
Ebenfalls ungewohnlich ist, da Clostridium perfringens Sialidase 12 nicht als Substrat
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akzeptierte und dementsprechend keine Umsetzung erfolgte. Dies erstaunt auch insoweit, als
dai} das nicht-galactosylierte 2-Desoxygalactosid (11a) ein relativ guter Akzeptor fur dieses
Enzym war. So kann nur spekuliert werden, da3 der relativ hydrophobe Teil des 2-
Desoxygalactosids einen negativen Einflull auf das Assoziationsverhalten in der

Bindungstasche des Enzyms hat.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae? 46 14 95 5
Clostridium perfringensb 46 - - -
Salmonella typhimurium® 47 14 11 89
Newcastle Disease Virus® 47 10 <1 >99
Abb. 24

Das [3(1-4)gaactosylierte Galactosid 13 war gleichermal3en ein schlechtes Akzeptorsubstrat
far die Clostridium perfringens Sialidase und konnte daher nur in geringem Mal3e umgesetzt
(5%) umgesetzt werden. Fur die Ubrigen Sialidasen wurden befriedigende Ausbeuten von
15% (bzw. 13% nach Abzug des regioisomeren Nebenprodukts) im Fall der Vibrio cholerae
Sidlidase und 8-10% bel der a(2-3)-Siaylierung durch Salmonella typhimurium und
Newcastle Disease Virus Sialidase erhalten. Als Trend scheint sich abzuzeichnen, dal3 die 2-
Desoxyfunktion des Akzeptors einen durchaus betréchtlichen Einflul auf die
Regioselektivitét der Transferreaktion besitzt. Mit Ausnahme der Newcastle Disease Virus
Sialidase konnte in keinem Fall das regioisomerenreine Produkt erhalten werden. Erst durch

eine enzymatische Nachbehandlung war dies moglich.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 48 15 90 10
Clostridium perfringensb 48 5* >99 <1
Salmonella typhimurium® 49 10 14 86
Newcastle Disease Virus® 49 8 <1 >99
*wurde per HPLC bestimmt und nicht isoliert
Abb. 25

Geringfigig bessere Ausbeuten konnten bei der Transsialylierung des T-Antigen-Precursors 8
erzielt werden. Ausbeuten von bis zu 12% fir das a(2-6)-siaylierte Derivat und 11% fur die
a(2-3)siaylierte Verbindung bel leicht verminderter Regioselektivitdét im Fal der
Salmonella  typhimurium Sialidase und deutlich verminderter Transferaktivitdt der

Clostridium perfringens Sialidase liegen im Rahmen der bisherigen Beobachtungen.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 50 12 >99 <1
Clostridium perfringensb 50 7 >99 <1
Salmonella typhimurium® 51 11 12 88
Newcastle Disease Virus® 51 11 <1 >99
Abb. 26

Bel der Betrachtung der bisherigen Ergebnisse der Sialylierung erkennt man neben der
diskutierten verminderten Transferrate der Clostridium perfringens Sialidase auch eine
eingeschrankte regioselektive Praferenz bei Anwendung der Sialidase aus Salmonella
typhimurium. Als mogliche Ursache fur diesen Effekt kommt eine im Vergleich zu einem
M onosaccharidakzeptor weniger flexible Anbindung des Akzeptors in die Bindungstasche des
Enzyms in Frage. Da der Disaccharidakzeptor deutlich mehr Andockstellen fir ein Multi-
Point-Attachment besitzt, wird es in der Bindungstasche relativ starr gebunden, so dal3 sich
die bei der Hydrolyse einstellende kinetische Préferenz deutlicher aushbilden kann. Im Falle
der Clostridium perfringens Sialidase und a(2-3)- und a(2-6)-Siayllactose al's Substrat stellt
sich eine hydrolytische Praferenz von 1 : 0.44 zugunsten des a(2-6)-Derivats ein (s. Kap. 3.1,
Tab. 1).

Gegen diese Annahme spricht allerdings das Verhalten der Sialidasen aus Vibrio cholerae und

Salmonella  typhimurium im  Fall  eniger Monosaccharide, bel denen unter
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Transglycosylierungsbedingungen ebenfalls Regioisomerengemische gebildet wurden (s.
oben).

Hier konnte evtl. das Gegenteil der Fall sein: Dadurch, dal3 es sich bei diesen Akzeptoren um
eher schlecht in die Bindungstasche der Sialidasen passende Substrate handelt, wird eine nur
sehr begrenzte Fixierung in der Bindungstasche erreicht. Die somit recht beweglichen
Akzeptoren kdnnen daher im Moment der Glycosylierung unterschiedliche Konformationen

im aktiven Zentrum einnehmen.

Bel der Siaylierung von 14 werden ahnlich gute Ausbeuten wie fir die Sialylierung des
anomeren T-Antigen-Precursor 8 erzielt. In diesem Fall wurden sogar ale Produkte
regioisomerenrein synthetisiert. Da der einzige Unterschied zwischen 8 und 14 in der
Stereochemie der anomeren Allylfunktion liegt, ist zu vermuten, dal3 dieser strukturelle
Unterschied, obwohl relativ weit vom aktiven Zentrum entfernt, einen Einflul auf die

Regioselektivitédt der Transglycosylierungsreaktion von Salmonella typhimurium Sialidase

besitzt.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 52 10 >99 <1
(Hosnkﬁun1peﬁnngensb 52 4* >99 <1
Salmonella typhimurium® 53 11 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 53 10 <1 >99

*wurde per HPLC bestimmt und nicht isoliert
Abb. 27
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Hierbei zeigt sich erneut, dal3 es auf¥erordentlich schwierig ist, die Transferrate und
Regioselektivitét einer Transglycosylierung anhand eines Strukturvergleichs abzuschétzen.
Selbst minimale Unterschiede in der Struktur von Akzeptoren kénnen zu substantiellen

Unterschieden im Ergebnis der Transglycosylierung fuhren.

Das am haufigsten vorkommende siadylierte Trisaccharid ist die Sialyllactose
[NeubAca(2-3/6)Gap(1-4)Glc, 17, 55], die mengenmdlig der wichtigste siaylierte
Bestandteil der Humanmilch ist. Aufgrund der immunisierenden Eigenschaften dieses
Trisaccharids wird es in  Japan kommerziell erhdltlichen Milchpulvern zur
Sauglingsernghrung zugesetzt. Die Sialidase-katalysierte Darstellung wurde bereits mehrfach
beschrieben.””"” Die nachfolgend présentierten Ergebnisse sollen daher der Vollstandigkeit
halber erwdhnt werden, um zu zeigen welche Ausbeuten unter den vorgestellten

Inkubati onsbedingungen erzielt werden.

Durch Vibrio cholerae Sialidase-Katalyse konnte eine Transsialylierungsrate von 12% bzw.
mit Clostridium perfringens Sialidase von 9% bei gleichzeitig absoluter Regioselektivitét
erzielt werden (Abb. 28). Auch mit den Sialidasen aus Salmonella typhimurium und
Newcastle Disease Virus konnten selektiv das a(2—-3)-Regioisomer (17) in 14 bzw. 11%

synthetisiert werden.

Nach der Aufarbeitung wurde in geringer Menge der Inkubationsansdtze mit Salmonella
typhimurium und Newcastle Disease Virus wurde in geringer Menge das Lacton 54 gebildet

welches allerdings durch relativ einfach wieder hydrolysiert werden konnte.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 55 12 >99 <1
(Hosnkﬁun1peﬁnngensb 55 9 >99 <1
Salmonella typhimurium® 17 14 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 17 11 <1 >99

Abb. 28

Bel der Transsiaylierung der Lactosamin-Precursorstruktur 16 zeigte diese im Vergleich zu

der Isolactosamin-Variante 15 geringflgig bessere Ausbeuten bei gleichzeitig absoluter

Regioselektivitét. Da der einzige Unterschied zu 8 im Allylaglycon besteht, wird wiederum
deutlich, dal3 bereits geringfligige und weit vom aktiven Zentrum entfernte Unterschiede in

der Struktur zu einer Anderung des Glycosylierungsverhaltens fiihren kénnen. Da es sich

sowohl beim Allylrest als auch beim Thiophenylaglycon um relativ hydrophobe Reste
handelt, kdnnte man annehmen, dal} die Unterschiede in erster Linie in den sterischen

Eigenschaften liegen.
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o Regioisomerenverhaltnis
Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 57 11 >09 <1
Clostridium perfringensb 57 5* >99 <1
Salmonella typhimurium® 58 10 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 58 12 <1 >99

*wurde per HPLC bestimmt und nicht isoliert
Abb. 29
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Sialidase Produkt Ausbeute [%]
a(2-6) a(2-3)
Vibrio cholerae® 59 13 >99 <1
Clostridium perfringensb 59 8 >99 <1
Salmonella typhimurium® 60 12 <1 >99
Newcastle Disease Virus® 60 12 <1 >99

Abb. 30

Zusammenfassend 183t sich sagen, dal3 die Sialidase-katalysierte Darstellung sialylierter
Oligosaccharidstrukturen eine sinnvolle Alternative zu etablierten Synthesemethoden mittels
Sialyltransferasen oder klassisch-chemischen Methoden darstellt. Die insgesamt eher
niedrigen Ausbeuten sind mit dem relativ geringen experimentellem Aufwand, der absoluten
Stereoselektivitdt, einer guten bis sehr guten Regioselektivitét und ener breiten
Akzeptorspezifitdt zu vergleichen.

Bel der Transsiaylierung von Disaccharidakzeptoren wird speziell im Fall der Clostridium
perfringens Sialidase eine deutliche Verminderung der Transferaktivitdt beobachtet. Ebenso
ist bei der Darstellung termina siaylierter Trisaccharide katalysiert durch Salmonella
typhimurium Sialidase eine verminderte Regiosel ektivitét zu beobachten, die zwischen 5-15%

der regioisomeren a(2—-6)-Verbindung liefert.

Diese beiden Effekte sind insofern bedauerlich, als es sich bei den Sialidasen aus Salmonella

typhimurium und Clostridium perfringens um die kommerziell am ginstigsten verfligbaren
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Sialidasen handelt. Bel einer synthetischen Anwendung der Sialidasen ist daher immer der
Kostenaspekt in Betracht zu ziehen. Es konnte gezeigt werden, dal3 durch eine
posttransglycolytische enzymatische Hydrolyse unerwiinschte Regioisomere gezielt
hydrolysiert werden kénnen. Bei einer Reaktion in grofRerem Mal3stab bietet sich auch eine
gezielte Derivatiserung eines Regioisomeren aus einem Gemisch an, was die nicht-
destruktive Abtrennung des haufig ebenfalls interessanten regioisomeren Nebenprodukts

erlaubt.

3.5 Trans-Sialidase-katalysierte Synthese sialylierter Glycokonjugate

Trypanosoma cruzi ist der Ubertrdger von Chagas Disease (American Trypanosomiasis),
einer Krankheit, die hauptsachlich in Sidamerika, in leicht abgewandelter Form auch in
Afrika vorkommt. Im iberoamerikanischen Raum sind zur Zeit schéatzungsweise 16-18
Millionen Menschen infiziert. Der Parasit Trypanosoma cruz ist nicht in der Lage
N-Acetyl neuraminsiure” sdlbst zu synthetisieren. Stattdessen Ubertrégt er durch Einsatz einer
Trans-Sialidase, die es auf seiner Oberflache exprimiert, die N-A cetylneuraminsaure exogener
Zelloberflachen-Sialoglycokonjugate  auf eigene  Mucin-artige  Akzeptoren auf der

Parasitenoberflache.

Diese Ubertragung erfolgt nur von termina  a(2-3)NeuSAcGal3—substituierten
Glycokonjugaten des Wirtes auf entsprechende termina 3—galactosylierte Strukturen auf der

Parasitenoberflache.

Es wurde postuliert, da3 die Siaylierung der Parasitenoberflache katalysiert durch
Trypanosoma cruzi Trans-Sialidase fur das erfolgreiche Andocken des Parasiten an die
Zellmembran und das Eindringen in die Wirtszelle notwendig ist. Allerdings ist dieser

M echanismus noch nicht vollstandig aufgeklart. Eine weitere Funktion der Selbstsialylierung

konnte der Schutz gegen Lysis durch den sogenannten Complement Pathway sei n”

Diese Fahigkeit des regiospezifischen N-A cetylneuraminsaure-Transfers kann synthetisch zur
Darstellung von zahlreichen biologisch relevanten NeuSAca(2-3)Gall3-R-Motiven genutzt
werden, die bisher sowohl klassisch-chemisch als auch enzymatisch nur @uferst schwierig
zuganglich waren. Parodi et al.™ haben sogar herausgefunden, da3 auch Maltose-
[Glca(1-4)Glc] oder Cellobiose-Strukturen [Glc(1-4)Glc] durch das Enzym siayliert
werden, alerdings in wesentlich geringerem Umfang as Lactose [Galf3(1-4)Glc]. Die

Spezifitdt des Enzyms ist daher, dhnlich den entsprechenden Transferasen, nicht so limitiert.
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In der Praxis hat dies zur Folge, dal3, N-Acetylneuraminséure, allerdings in einer geringeren
Transferrate, auch auf andere Kohlenhydratmotive Ubertragen werden kann, wenn eine
terminale 3-Gal-Einheit nicht verflgbar ist.

Die Art der Verknipfung des B—Galactosylrestes scheint hingegen eine geringere Rolle zu
spielen. Allerdings lasst sich bel der Sialylierung eine leichte Bevorzugung von (3(1-4) und
B(1-6)Verknifungen gegenliber 3(1-3) beobachten. Ein L-Fucose-Rest (L-Fuc) am oder in
der Néhe des terminalen [—Ga hingegen beeintréchtigt die Trans-Sialidase-Aktivitét
betrachtlich.” Mit wachsendem Abstand der L-Fuc-Einheit vom terminalen B-Gal nimmt

dieser Effekt ab.

Existieren in einem Akzeptormolekil zwel oder mehr potentielle Sialylierungsstellen, so wird

nach Einbau der ersten NeuSAc-Einheit der Eintritt einer weiteren Einheit unterbunden.88

In Abwesenheit eines geeigneten Kohlenhydrat-Akzeptors Ubertragt Trypanosoma cruz
Trans-Sialidase NeuSAc irreversibel auf Wasser. In diesem Falle fungiert die Trans-Sialidase
as reine Glycohydrolase vergleichbar mit den bekannten viralen und bakteriellen Siaidasen.”
Eine Sequenzierung der Gene der Trypanosoma cruzi Trans-Sialidase zeigt, dal3 das Enzym
doch zur Siaidase-Superfamilie geh('jrt,go deren wesentliches gemeinsames Merkmal die
Hydrolasen-Eigenschaft ist, obwohl es sich von anderen Sialidasen durch seine

Akzeptorspezifitdt unterscheidet.

Insgesamt zeigt Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi den Siayltransferasen vergleichbare
Eigenschaften des selektiven N-Acetylneuraminsure-Transfers, ohne dal3 komplexe

Zuckernucleotid-Donoren eingesetzt werden missen, bei einer hohen Variabilitét des

Aglycons an der terminalen (3-Galactosylei nheit.”"

Nachdem die Trans-Sialidase durch Pereira et al. und Nussenzweig et al.”* in synthetisch
nutzbarem Mal3stab zugénglich gemacht worden war, wurde eine Reihe von synthetischen

Untersuchungen mit diesem Enzym unternommen.

Vandekerckhove et al. und Scudder et al. untersuchten die Akzeptor-Substratspezifitét der
Trypanosoma cruzi Trans-Sialidase mit verschiedenen underivatiserten Di- bis
Pentasacchariden87:89 und stellten unter standardisierten Bedingungen eine breite Streuung
der Spezifitdt fest. Die hdchste Transferrate wurde mit dem Paraglobosid-Precursor
Gal(1-4)GIcNACB(1-3)Gap(1-4)Glc  erzielt. Fucose- und Gluconsaure-substituierte

Oligosaccharide wurden hingegen nicht sialyliert.
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Paulson et al. konnten durch Sialyltransferase-induzierte in situ-Generierung eines Trans-
Sialidase-Donors einen GM 4-Precursor in 65% g/nthetisieren.94 Lee et al. demonstrierten, dai3
T. cruzi Trans-Sialidase auch in der Glycerinyl-Seitenkette modifizierte NeuSAc-Donoren
erkennt und l'Jbertré\gt95 und synthetisierten eine Rethe von bi- und triantennédren
OIigosaccharidstrukturen.96 Vetere et al. stellten in Kombination mit verschiedenen

Glycosidasen eine Reihe von Trisacchariden in Ausbeuten von 30-80% her. ™ Lubineau et
al. konnten mit an Concanavalin A-Sepharose immobilisierter Trans-Sialidase verschiedene

Disaccharide in 50-60% Ausbeute gewi nnen.”

Verwendet wurde das Enzym bel den ersten publizierten Synthesen noch as Rohextrakt aus
mit T. cruz infizierten Zellkulturen.”” " Inzwischen wurde das Enzym kloniert und in E. coli
expri miert.”” Das aus diesem Klon isolierte Enzym wurde auch in den folgenden Synthesen

eingesetzt.Die Aufreinigung erfolgt nach einer modifizi erten’ Literaturmethode.

kDa

70— — —

Abb. 30a SDS-PAGE der affinititsgereinigten Trans-Sialidase. Reihe 1: Molekulargewichtsmarker,
Reihe 2-6 Eluat nach Mono-Q-Saule ohne Verunreinigung, Reihe 7-9: Eluat mit Nebenprodukten. Das
Gel wurde mit Coomassie Brilliant Blue R-250 angefarbt.

Die in E. coli rekombinant exprimierte Trans-Sialidase wird als Fusionsprotein mit einem
Histidin-Hexamer gewonnen. Die Zellen werden dazu zunéchst in LB-Medium unter Zusatz
von Ampicilin angeztichtet. Nach Lyse der Bakterien mit Lysozym und Ultraschallbehandung
wird DNAse zugesetzt, um die Viskositét zu reduzieren. Die entstandene Suspension wird
zentrifugiert und der Uberstand abgetrennt. Die Aufreinigung erfolgt sequentiell per
Metallaffinitétschromatographie tGber Ni-NTA und lonenaustauchchromatographie Uber eine
Mono Q-Saule. Das so gewonnen Enzym wird gegen TrisHCI diaysiert
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Die Ausbeute an rekombinanter Trans-Sialidase betrdgt 1 mg pro Liter Bakterienkultur. Das
Enzym wurde Uber SDS-PAGE identifiziert, wo es als scharfe Bande bel 70kDa erscheint

(Abb. 30a). Im Gegensatz zu in der Literatur beschriebenen Beobachtungen105 ist das Enzym
aber ausgesprochen instabil. Am zweckmaldigsten hat sich die Lagerung bei 4°C in
verdinntem Inkubationspuffer unter Zusatz von BSA erwiesen. Eine solche Préparation besal3
nach 4 Wochen noch 50% der urspriinglichen Aktivitdt. Zumeist wurden die Assays nach
Moglichkeit innerhalb von zwel Wochen nach Aufreinigung des Enzyms durchgefthrt, um

einen maoglichst geringen Aktivitétsverlust sicherzustellen.

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte, anders als nach der etablierten Standardmethode durch

Szintillationsmessung der Sialylierung von “C-markierter Lactose”, aus Grinden der
experimentellen  DurchfUhrbarkeit  durch  Messung des  Siayltransfers  auf

p-Nitrophenyllactose [p-Np-Gal3(1-4)Glc].

Die Reaktion wurde per HPLC nach der oben beschriebenen Methode verfolgt. Im Gegensatz
zu den durch Sialidase katalysierten Synthesen, die bis zu 96h dauerten, waren die Reaktionen
mit T. cruzi Trans-Sialidase meist innerhalb weniger Stunden beendet. Auch wenn es sich bel
der Sialidase um ein Transferenzym handelt, so ist doch die Inkubationszeit bzw. der Fortlauf
der Transsialylierung von besonderer Bedeutung fur die Ausbeute der Reaktion. Zum einen
ist die Transsialylierung ein reversibler Prozel3. Benutzt man daher ein termina sialyliertes
Oligosaccharid als Sialyldonor, so kann bel zunehmender Freisetzung des Donoraglycons
auch die Resialylierung des freien Aglycons stattfinden. Dies 1&8% sich alerdings durch
Einsatz von Sialyldonoren umgehen, die aufgrund ihrer Struktur als Akzeptorsubstrat
ungeeignet sind. Desweiteren besitzt die Trans-Sialidase, anders als eine Sialyltransferase,
auch ein Hydrolasepotential. Produkte konnen somit, wenn auch in wesentlich geringerem
Umfang as bei einer Sialidase, hydrolysiert werden. Dieser Effekt ist allerdings bei

Anwesenheit geeigneter Akzeptoren meist von untergeordneter Bedeutung.

Als mogliche Donoren kommen zunéchst die natirlichen Substrate der Trans-Sialidase,
Glycoside mit einem terminaen Neu5Aca(2-3)Galp-Motiv, in Frage. Hier wird am
haufigsten a(2-3)-Siayllactose (17), als Donor verwendet, da diese bisher die hochste
Transferrate aler untersuchten kommerziell verfigbaren Sialoside zeigt. Zwar ist a(2-3)-
Sialyllactose das derzeit preiswerteste kommerziell erhdltliche Sialyloligosaccharid,
alerdings ist der Preis der Sialyllactose nach wie vor noch so hoch, dal3 an einen Einsatz im
praparativen Maldstab nicht zu denken ist. Zwar wurden in der Literatur Verfahren
beschrieben, a(2-3)-Sialyllactose im Multigramm-Maldstab aus Rindercolostrum zu
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isolieren’” oder sie bei einer Trans-Sialidase-Synthese in situ durch Einsatz von
Sialyltransferase zu generieren. Ein genereller Nachtell der Verwendung von Sialyllactose
(17) as Donor ist aber die bereits erwahnte Reversibilitét des Sialyltransfers. Ein weiteres
Manko liegt in der erschwerten Aufreinigung, da neben dem eigentlichen Produkt auch freie
Lactose, nicht umgesetzte Sialyllactose und freie N-Acetylneuraminsaure in der Mischung

vorliegen.

Alternativ wurden daher auch Sialylstrukturen mit nicht-nattrlichen hydrophoben Aglyconen
wie das bereits oben beschriebene p-Np-Neu5Ac (18) oder das 4-Methylumbeliferyl(MU)-

glycosid der N-Acetylneuraminsaure (19) untersucht.

Hierbel hat sich MU-NeuSAc als der am besten geeignete Donor fir synthetische
Anwendungen der T. cruzi Trans-Sialidase herausug&ctellt.107 Bel MU-Neu5Ac handelt es sich
um ein Sialosid, das seit langerem zur Aktivitétsbestimmung von Sialidasen verwendet wird.
Der MU-Rest zeichnet sich durch seine gute Fluoreszenz- und UV-Detektierbarkeit aus, 183t
sich gut von den hydrophilen Sialylierungsprodukten abtrennen und ist ferner in freier Form
kein Substrat for die Trans-Sialidase. p-Np-Neu5Ac zeigte in Vergleichsversuchen eine
wesentlich niedrigere Transferrate als MU-NeubAc. Allerdings wurde gezeigt, dal3 die

Transferrate von mehreren Faktoren, unter anderem von der Akzeptorkonzentration und der

Inkubationstemperatur, deutlich beeinflult wird.”

Die Darstellung von MU-NeuSAc erfolgt weitgehend nach einem literaturbekannten

Verfahren.76

Bel der Synthese salylierter Oligosaccaridstrukturen ist man, wie bereits erwdhnt, im

wesentlichen auf die Synthese von Strukturen mit dem Motiv Neu5Aca(2-3)Ga—-OR
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beschrankt, obwohl von Ausnahmen der Akzeptorspezifitédt berichtet wurde. Zur
Untersuchung der Transferaktivitét sollen daher nur Akzeptorstrukturen mit einer terminalen

Gal3—Einheit herangezogen werden.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Assays mit Sialidasen missen die Inkubationen mit
Trans-Sialidase nicht unter stark konzentrierten Bedingungen stattfinden. Ublich sind
Konzentrationen im Bereich von 20pumol/ml. Die Inkubation erfolgt standardméaliig in
Cacodylat-HCI-Puffer bei 37°C, einem pH-Wert von 6.9 und einem leichten Uberschul? des
Donors (1.1 Aquivalente). Die Aufarbeitung verlauft analog den fiir Sialidasen beschriebenen
Methoden.

Unter diesen Inkubationsbedingungen konnte das T-Antigen-Epitop 5a mit Trypanosoma
cruzi Trans-Sialidase so in einer Ausbeute von 22% regioselektiv in a(2—-3)-Position siayliert
werden. Diese Ausbeute liegt deutlich unter den in der Literatur fir @nliche Disaccharide
veroffentlichten Werten (s. oben).
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0 Trans-Sialidase
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OH
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Abb. 31

Das entsprechende Serinderivat (5b) wurde in 20% siayliert. Versuche, 5b mit Fmoc-
geschutzter Aminofunktion und Benzylester-geschitzter Carboxyfunktion zu siaylieren,
fuhrten neben einer nur sehr eingeschrankten Léslichkeit zu keiner Produktbildung. Es ist
daher auszuschlieRen, da3 die begrenzte Siaylierungsrate auf eine hydrophobe
Wechselwirkung in der Akzeptor-Bindungstasche zurtickzufiihren ist. Dies Uberrascht nicht

unbedingt, da nachgewiesen wurde, dal das aktive Zentrum des Enzyms weitgehend homolog

7u dem der Sialidasenist.””"”
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Abb. 32

Die Sialylierung von 12 ergab mit 16% ebenfalls eine eher unbefriedigende Ausbeute, die in
der GrofRRenordnung liegt, die auch mit den Sialidasen erreicht werden konnte (s. 0.).

Nachteilig scheint sich hier auch die 2-Desoxyfunktion der subterminalen Galactosyleinheit
des Akzeptors bemerkbar zu machen.

oH OH OoH JOH
Trans-Sialidase
0 Q T. cruzi

OH
12 OMe MU-aNeu5Ac MU
OH
" COOH OH ,OH OH /OH
0 0]
0 o
HO 47 o OMe

Abb. 33

In etwas hoherer Ausbeute verlauft die Sialylierung des [(1-4)verknipften 2-
Desoxygalactosids 13 mit einer Ausbeute von 23%. Hier scheint sich eine Beobachtung von
Vandekerckhove et al. zu bestdtigen, dal’ 3(1-4)verknipfte Galactosyleinheiten geringflgig
besser sialyliert werden als B(1-3) Galactoside.”
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Abb. 34

Fur den B(1-3)verknipften Baustein 8 liegt die Ausbeute fir die Transsialylierung bei recht
guten 28%. Der Azidobaustein scheint in diesem Fall das Ergebnis der Sialylierung nicht
negativ zu beeinflussen, obwohl er im Vergleich mit einer N-Acetyl- oder Hydroxyfunktion
als eher hydrophob einzustufen ist. Dies kénnte darauf hindeuten, dal3 der Substituent an C-2
eher eine sterische Fixierung des Akzeptors in der Bindungstasche bewirkt, as dal3 eine
konkrete Wechselwirkung mit der Seitenfunktion einer Aminosaure stattfindet, ein Effekt, der

insbesondere bel den Transferasen beobachtet wird und deren hohe Akzeptorspezifitét erklart.
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Abb. 36

Betrachtet man die in der Literatur veroffentlichten Akzeptorstudien, so félt auf, dai

praktisch ausschliefdlich freie Zucker auf ihre Eignung als Akzeptoren untersucht wurden.”™

Eventuell konnte die Struktur der Aglycone, auch wenn diese weit vom aktiven Zentrum

entfernt sind, einen Einflul auf die Transferraten haben. Daher wurde auch freie Lactose (61)
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als Akzeptor untersucht. Die Erkennung durch die Trans-Sialidase und damit die gute
Assoziation in der Bindungstasche ist somit gewahrleistet.

Der Trans-Siaidase-katalysierte Sialyltransfer liegt hier mit 49% deutlich tber den bisher
erreichten Ergebnissen. Zum einen ist dies auf die gute Eignung der Lactose selber als
Akzeptormolekil zurtickzufihren. Desweiteren scheint auch das Nichtvorhandensein eines
anomeren Substituenten einen positiven Einfluld auf die Sialylierung zu besitzen.
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Abb. 37

Ein Nachtell bel dieser Art der Synthese ist die Bildung von Anomerengemischen
entsprechend der natirlichen Mutarotation, was sowohldie Bestimmung der Regioisomeren-
verhdltnisse im H-NMR-Spektrum as auch eine erste quantitative Schatzung des
Gesamtumsatzes per HPLC erschwert. Im HPLC-Spektrum konnen so bis zu vier
Produktpeaks entstehen (zwel anomere Produkte sowie die entsprechenden Regioisomere),
die aufgrund ihres chromatographischen Laufverhatens nicht Basislinien-getrennt eluieren.
Des Hinzukommt, da? durch die begrenzte Empfindlichkeit des UV-Detektors ein
zusétzlicher Fehler bei der Messung von vier Peaks entsteht, da das Grundrauschen so doppelt
berticksichtigt wird, eine Fehlerquelle die sich insbesondere bel Peaks an der Grenze der
Detektierbarkeit bemerkbar macht.

Ausgehend von Thioglycosid 15 konnte das Trisaccharid 58 in einer guten Ausbeute von 26%
isoliert werden, trotz des relativ hydrophoben Thiophenylrestes.
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Abb. 37a

Der Lactosamin-Precursor 16 konnte as [(3(1-4)verknipfte Struktur mit 32% Ausbeute

wiederum in hoherer Ausbeute, verglichen mit dem (3(1-3)}Anaogon 58, zum Trisaccharid

60 umgesetzt werden.
OH OH OH
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Abb. 38

Insgesamt erscheinen die mit der Trypanosoma cruzi Trans-Sialidase erzielten Transferraten
verglichen mit in der Literatur veroffentlichten Ergebnissen deutlich niedriger. Eine Ursache
kann in der Verwendung von am reduzierenden Ende substituierten Akzeptorstrukturen
liegen. Eine weitere Moglichkeit liegt in den Eigenschaften des Enzyms. Es ist nicht
auszuschlief3en, dal? es sich bei dem vorliegenden Klon um eine Variante handelt, die eine

geringere Aktivitdt pro mg Protein besitzt. In jedem Fall konnten sowohl mit dem oben

beschriebenen Aktivitdtsassay als auch mit einem Assay, der den Standardassays entspricht,103
nur etwa ein Zehntel der Aktivitdt pro mg Protein gegentiber den Literaturangaben erreicht

103,105
werden.
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Zusammenfassend |&3t sich sagen, dal3 mit der Trans-Sialidase aus Trypanosoma cruzi eine
Reihe von Akzeptorsubstraten mit terminaler Gal3-Struktur in guten Ausbeuten regioselektiv
in a(2—-3)-Position siayliert werden kénnen. Zwar ist man durch die Beschrénkung auf 3-
galactosidische Akzeptoren mit diesem Motiv in der Auswahl mdglicher Substrate sehr
festgelegt. Andererseits ist dieses das in der Natur am haufigsten anzutreffende sialylierte
Motiv auf Zelloberflachenstrukturen. Eine effiziente Synthesemethode fir dieses

Strukturmotiv ist daher von grof3em Interesse.

Die Trans-Sialidase vereint die absolute Stereo- und Regioselektivitdt der Siayltransferasen
mit einem den Sialidasen entsprechenden Handling. Neben dem Gal[3-Motiv spielen weitere
vicinale Glycosyleinheiten eine gewisse Rolle fur die Transferrate der Trans-Sialidase,
allerdings kann immer noch von einer breitgeféacherten Akzeptor-Substratspezifitét

gesprochen werden.

3.6 Chemische Blocksynthese mit enzymatisch erzeugten Building-Blocks

Betrachtet man die in der Literatur verdffentlichten Synthesen biologisch oder medizinisch
relevanter Oligosaccharide, so féllt auf, dal’3 die Mehrheit dieser Synthesen entweder rein

klassisch-chemisch oder rein enzymatisch durchgefihrt werden.

Angesichts der tellweise noch verbreiteten Schwierigkeiten bei der Synthese definierter
Oligosaccharidstrukturen mit einem spezifischen Substitutionsmuster und definierter Regio-
und Stereochemie liegt es nahe, ale zur Verfligung stehenden Verfahren auf ihre Eignung zu
prifen und das jeweils beste auszuwahlen. Bei einer solchen Auswahl spielen neben der
erwdhnten Stereo- und Regioselektivitdt der Glycosylierungsmethode auch die
Transfereffizienz und damit die Ausbeute der Reaktion, die Reinheit der gewinschten
Verbindung bzw. die Reinigung von unerwiinschten Regio- und Stereoisomeren oder anderen
Nebenprodukten, der Zeit- und Arbeitsaufwand einer Gesamtreaktion sowie damit

verbundenen Kosten eine fundamentale Rolle.

Vergleicht man nun die bekannten klassisch-chemischen mit den enzymatischen
Syntheseverfahren, so wird deutlich, dai3 bisher keine Glycosylierungsmethode existiert, die
sich generell fir jede Art des Glycosyltransfers eignet.

Glycosaminstrukturen lassen sich zum Beispiel mit klassischen Methoden inzwischen in
ausgezeichneten Ausbeuten bel guter bis sehr guter stereochemischer Kontrolle tbertragen.

Im Fal von Glucosylierungen und Galactosylierungen, speziell im Fal der
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B—Galactosylierungen, sind sich klassisch-chemische und enzymatische Verfahren
hinsichtlich Stereoselektivitdt und Transfereffizienz weitgehend ebenbiirtig. Bei der Synthese
siaylierter Strukturen hingegen sind enzymatische Verfahren den klassischen insbesondere

hinsichtlich Stereochemie und préparativem Aufwand deutlich tberlegen.

Diese Beispiele zeigen, da® im Zuge ener effizienten Syntheseplanung erst bel der
Einbeziehung aller zur Verfigung stehenden Glycosylierungsverfahren ein Maximum an
synthetischer Effizienz gewahrleistet ist.

Insbesondere die Blocksynthesemethodik eignet sich hervorragend fur eine Kombination
sowohl klassisch-chemischer als auch enzymatischer Verfahren. Der in den letzten Jahren

zunehmende Einsatz solcher gemischt chemischen und chemoenzymatischen Synthesen

komplexer Glycokonjugate demonstriert die Effizienz dieser Strategi e

Im folgenden sollen zwe biologisch relevante Oligosaccharide durch klassische
Blocksynthese aus enzymatischen dargestellten Building-Blocks synthetisiert werden. Hierbel
kommen einige der in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Strukturen als Building-

Blocks zum Einsatz.

Bel allen gezeigten Strukturen handelt es sich um Verbindungen, die bereits mehrfach auf
unterschiedlichsten Wegen synthetisiert wurden sowohl durch klassische Verfahrenswege, die
unter anderem auf der Thioglycosid- oder Trichloracetimidat-Methode basieren, als auch auf
biochemische Wege durch den Einsatz der entsprechenden Glycosyltransferasen oder
Glycosidasen. Die gezeigten enzymatischen Synthesen leisten, nimmt man die erreichten
Gesamtausbeuten zum Mal3stab, keine Verbesserung der etablierten Methoden und sind daher
in erster Linie als Proof of Principle der Kombination enzymatischer mit klassisch-
chemischen Methoden zu verstehen. Allerdings kann in einigen Fallen der experimentelle
Aufwand durch Reduktion der Syntheseschritte, im wesentlichen durch eine Reduzierung von
Schutzgruppenvariationen und die damit verbundene Vermeidung von chromatographischen
Reinigungsschritten, vereinfacht werden.

Die Verbindungen 62 und 63 werden as Sialyl-Lacto-N-tetraose (LSTa, 62) und Sialyl-Lacto-
N-neotetraose (LSTc, 63) bezeichnet und spielen as Hauptbestandteile der Humanmilch eine
wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen bakterielle und virale Infektionen des
Gastrointestinaltrakts von Kleinkindern.” So wird vermuet, dal’ sie z. B. die bakterielle
Adhdsion an der Epithel-Oberflache inhibieren, ene der ersten Stufen des

Infektionsprozesses. Die Humanmilcholigosaccharide werden daher als |6sliche Rezeptor-
14

Analoga der Epithel-Zelloberfl achen angesehen.”
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Die Darstellung von 62 erfolgt durch Blocksynthese von Sialyllactosamin-Precursor 59 und
Lactosebaustein 66. 59 wird wie oben beschrieben durch P-Galactosylierung des 2-
Azidothioglucosids und anschliefende a(2-6)-Sialylierung gewonnen. 66 wird nach

115,116

Standardverfahren synthetisiert.

Der enzymatisch synthetisierte Baustein 59 wird zunéchst durch H*-lonentauscher-K atalyse
mit Methanol verestert . und die freien OH-Funktionen anschlieRend  mit
Acetanhydrid/Pyridin acetyliert. Man erhdt Syntheseblock 67. Lactosebaustein 64 wird
zunéchst in 4',6'-Position mit Benzaldehyddimethylacetal in Acetonitril katalysiert durch
p-Toluolsulfonsdure Benzyliden-geschiitzt. Die Reaktion verlauft praktisch quantitativ.
Anschlieffend wird mit Acetanhydrid/Pyridin  peracetyliert. Nach Abspaltung der
Benzylidengruppe in 80%iger Essigsaure bei 90°C wird die 4',6'-OH-freie Verbindung mit
tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPSCI) und Imidazol in DMF versetzt, die 6'-OH-Funktion
somit als TBDPS-Ether geschitzt (66). Die Umsetzung von 67 mit Akzeptorlactosid 66
erfolgte mit N-lodsuccinimid (NIS) / Trifluoressigséure (TfOH) nach van Boom et al.”™ und
ergab das Pentasaccharid 68 in 57%. In etwa 8% bildete sich hierbel auch das a-Glycosid,
welches aber chromatographisch  abgetrennt werden  konnte.  Neben  diesen
Glycosylierungsprodukten bildete sich zu etwa 10% auch eine bisher nicht zu identifizierende
Verunreinigung, die sich chromatographisch nicht vom Produkt abtrennen lief3. Um eine
Orthoesterbildung  weitestgehend zu  unterbinden, wurde verhdltnismadg viel

Trifluoressigsaure (0.6 Aquivalente) zugegeben.

Die anschlief3ende Reduktion der Azidgruppe erfolgte nach der , Nickelborid*-Methode mit
Natriumborhydrid (NaBH,), Nickelchlorid (NiCly) und Borséaure [B(OH)3].65 Es zeigte sich,
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dal? hierbel zum Teil die TBDPS-Gruppe abgespalten wird. Die vollstandige Abspaltung der
TBDPS-Gruppe erfolgte mit Trifluoressigsaure in Dichlormethan. Nach der anschlief3enden
Acetylierung der Aminofunktion und der freien 6'-OH-Funktion erhdlt man (ausgehend von
68) Zielstruktur 69 in 70%.
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Abb. 39

69 zeigte im *H-NMR ein firr eine B-glycosidische Verkniipfung charakeristisches Dublett der
GIcNACc-Einheit bei 8 5.12 ppm mit J-»>» = 8.2 Hz und eine Tieffeldverschiebung de C-4'-
Protons um 0.15 ppm auf 4 4.14 ppm gegeniber der 4'-OH-freien Verbindung.

Die Darstellung der Sialyllacto-N-neotetraose 74 erfolgt analog aus Baustein 72 mit Lactosid
71 In diesem Falle wird das 3',4'-ungeschiitzte Lactosid eingesetzt. Da die Hydroxyfunktion
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an C-4' im algemeinen wesentlich reaktionstréger ist als die C-3-Hydroxygruppe, war die
Blockierung der 4'-OH-Funktion nicht notwendig. Die Darstellung von Baustein 71 erfolgte
wiederum nach  Standardmethoden.””  Zunichst wurde durch Umsetzung mit
2,2-Dimethoxypropan und p-TsOH in DMF/Aceton die 3,4-Position Isopropyliden-
geschutzt. Nach Peracetylierung mit Ac,O und Pyridin und anschlief3ender Entschitzung der
3',4'-OH-Funktion mit 80%iger Essigsaure bei 80°C erhielt man den Building Block 71.
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Abb. 40

Die Umsetzung von 72 mit 71 unter NIS-TfOH-Katalyse fuhrte zu dem gewiinschten Produkt

73 in guten 53% Ausbeute. In etwa 5% bildete sich auch das a-Glycosid, sowie in ca. 7% das
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bis-glycosylierte Addukt. Beide Nebenprodukte konnten aber chromatographisch abgetrennt
werden. Die Uberfihrung in die peracetyliete Form 74 erfolgte anadlog zu 69 mit
»Nickelborid“ und Acetanhydrid/Pyridin, so dal3 man 74 in 78% uber diese beiden Schritte
erhielt.

Die Identitét von 74 konnte anhand des *H-NMR-Spektrums nachgewiesen werden. H-1"
zeigte bei 0 4.96 ppm ein fur B-Glycoside charakteristisches Dublett mit J;->- = 8.0 Hz, bel
0 5.37 konnte das stark entschirmte H'-4-Proton als Dublett mit J3 4 = 2.9 Hz identifiziert

werden.
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4 Synthese galylierter Glycokonjugate durch Kombination mit

polymerunterstitzter Flissigphasensynthese

4.1 Eigenschaften von Polyethylenglycol

Polyethylenglycol (PEG), das wie Polyethylenoxid (PEO), Polyoxyethylen (POE) und
Polyoxiran (POX) den gleichen Typ lineares Polymer beschreibt, welches aus der
Polymerisation von Ethylenoxid entsteht, besitzt laut Konvention ein Molekulargewicht
kleiner als 20.000. PEO beschreibt Polymere mit htheren Molekul argewichten, wahrend POE
und POX Polymere mit einer breiten Verteilung von Molekulargewichten kennzeichnen.
Diese Unterteilung wird in erster Linie durch die physikalischen Eigenschaften der Polymere
bedingt. PEGs mit einem Molekulargewicht von 2.000 - 20.000 sind kristallin, kleinere PEGs
sind bel Raumtemperatur flissig. PEGs mit M>20.000 besitzen niedrige Beladungs-
kapazitdten. Am erfolgreichsten konnte bel der polymerunterstiitzten Flissigphasensynthese
bisher mit PEG mit einem Molekulargewicht von 5000 erzielt, welches auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Es ist zu beachten, dal3 die Polymere polydispers sind,
also eine Molekulargewichtsverteilung besitzen, die aber bei den kommerziell erhdtlichen
PEGsrelativ eng ist.

Klassischerweise wird in der polymerunterstiitzten Flissigphasensynthese monomethoxy-
verethertes PEG (MPEG) eingesetzt, welches auf der einen Seite von einer Methoxygruppe
terminiert ist und auf der anderen Seite eine freie Hydroxygruppe aufweist; MPEG ist somit

monofunktional.

4.2 Prinzip der polymerunter stiitzten Flissigphasensynthese

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von erfolgreichen Anwendungen der
Fllssigphasensynthese unter Einsatz von Polyethylenglycolmonomethylether (MPEG) als
polymerer Unterstlitzung beschrieben. Als Quasi-Schutzgruppe zeigt dieses Polymer eine
Lodlichkeit in einer Vielfalt organischer Losungsmittel und Wasser. Unléslich ist MPEG
hingegen in Hexan, Diethylether und tert-Butylmethylether, die daher zur Ausfélung von
MPEG verwendet werden konnen. Auch das Abkihlen von Polymerldsungen in Methanol
und Ethanol liefert kristallines MPEG, das aufgrund seiner helikalen Struktur eine grof3e
Neigung zur Kristallisation besitzt. Solange daher das Polymer-Backbone im Laufe einer
Flssigphasensynthese unverandert bleibt, kann nach jedem Reaktionsschritt eine Reinigung
durch Kristallisation durchgeftihrt werden. Die grof3e Loslichkeit des Polymers erlaubt nicht
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nur das Arbeiten unter in homogener Losung bei einer Reithe von Reaktionsbedingungen,
sondern die Loslichkeitseigenschaften erlauben auch die spektroskopische Uberwachung der
Reaktionen, ohne dal? das Produkt vom Polymer abgespalten werden muf3. Dies bedeutet eine
nicht zu unterschétzende Vereinfachung gegeniber herkémmlichen Festphasensynthen, bei
denen entweder aufwendige Analysemethoden entwickelt werden missen (z. B. Magic Angle
Spinning NMR) oder ein Teil des Produktes zur Reaktionskontrolle abgespalten und damit
zerstort werden mull. Die Charakterisierung MPEG-gebundener Molekiile ist zumeist
unproblematisch, da das Polymer bei Anwendung spektroskopischer oder chemischer
Analysemethoden praktisch nicht stort. Desweiteren besitzt das MPEG eine im *H-NMR
separat detektierbare Methoxygruppe bei & = 3.38 ppm (in CDCl3) (PEG-Backbone 6 = 3.65-
3.45 ppm) bzw. bei d= 4.36 ppm (in D,O) (PEG-Backbone & = 4.80-4.50 ppm), die als

interner Standard bel der Reaktionsiiberwachung eingesetzt werden kann.

Be der Synthese von Oligosacchariden wird MPEG an das erste Glied der
Oligosaccharidkette Uber einen Linker gebunden, der nach der kompletten Synthese ein
einfaches Abspalten des Polymers ermoglicht (Abb. 41). MPEG kann nicht direkt an das
Kohlenhydrat gebunden werden, da es in anomerer Position zu labil, in allen anderen
Positionen hingegen zu stabil ware und dort nach Abschlul® der Synthese nicht abgespalten

werden konnte.

Kohlenhydrat-
Synthon

Abb. 41

Daher mul3 ein Linker eingefihrt werden, der die chemischen und physikochemischen

Eigenschaften des Polymer-Kohlenhydrat-Assoziats nicht verandert. In der Vergangenheit

wurde hier hdufig ein Bernsteinséurediester als Linker eingesetzt.™ Diese bringt basenlabile
Esterverkniipfung einige Nachteile mit sich. So kann im Fall einer klassischen Synthese nicht
mit temporéren Esterschutzgruppen gearbeitet werden, die im Laufe der Synthesesequenz
entfernt werden missen. Desweiteren neigen Acylgruppen unter sauren Bedingungen zur
Umlagerung. Im Fall der enzymatischen Synthese ist ebenfalls zu berticksichtigen, dal3 Ester



Polymerunterstiitze Fl iissigphasensynthese 65

speziell im walrigen Milieu verhdltnismdldig leicht auch unter sauren Bedingungen
abgespalten werden konnen. Auch werden haufig im Laufe der Aufarbeitung enzymatischer
Assays oder bei der Analyse basische Medien eingesetzt (z.B. basische lonentauscher oder

mit Aminogruppen-funktionalisierte Saulenmaterialien).

Diese Nachteile konnen durch Einsatz eines a,a’-Dioxyxylyldiethers (DOX) umgangen
werden, der eine deutlich hohere Stabilitét als ein Bernsteinsiurediester besitzt.” Der DOX-
Linker ermdglicht es, eine MPEG-Molekil mit jeder Hydroxyfunktion eines Kohlenhydrats
zu verknupfen, einschliefdlich der anomeren Funktion, die als Ester aufgrund ihrer Labilitét
nicht zuganglich war. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt entweder durch Hydrogenolyse
oder  Scandium(llDtrifluormethansulfonat-katalysierte  Acetolyse, wobei, je nach
Spaltungsbedingungen, entweder das 1-OH-freie Oligosaccharid oder das an 1-OH-Position

mit einem Benzylanal ogon-geschitzte Oligosaccharid erhalten wird.

Die Synthese des MPEG-DOX-Konjugats erfolgt durch Williamson-Ether-Synthese, die
selektiv das monosubstituierte Derivat 77 erzeugt, das durch Hydrolyse in den

polymersubstituierten Benzylalkohol 78 tberfiihrt wird (Abb. 42).”*

ClCHz—QCH2C| + HOCH2CH2(OCH2CH2)nOMe

75 76

NaH, THE  _
RT 96h. 94% " CICHZO—CH2—OCH2CH2(OCHZCH2)nOMe

7

10% 29 N&otOs 1iocH CHy— OCH,CH,(OCH,CH,),OM
. _ e
70°C, 20h, 81% ? ’ O CH

78

= MPEG - DOX
n~ 110

Abb. 42

4.3 Synthese polymer gebundener Akzeptorstrukturen

Die Synthese der polymergebundenen Akzeptorstrukturen erfolgt unter Einsatz klassisch-
chemischer Verfahren. Die Anwendung enzymatischer Methoden in diesem ersten Schritt

wirde die Synthese zwar noch eleganter erscheinen lassen, aber es hat sich gezeigt, dal3 der
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primére Kopplungsschritt an das Polymer effizienter unter klassischen Bedingungen
durchgefuhrt wird. Hierbei kamen unterschiedliche Verfahren zum Einsatz.

Verbindung 81 wurde nach dem Trichloracetimidat-Verfahren in guter Ausbeute von 84%
nach Entschitzung mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) synthetisiert.122 Durch

Verwendung eines doppelten Uberschusses des Galactosyldonors kann die Reaktion in
Richtung einer hohen Ausbeute verschoben werden. Dieser Aspekt ist bel der Kopplung der
ersten Kohlenhydrateinheit besonders wichtig. Durch eine hohe Belegung der freien
Hydroxygruppen mit den Zuckereinheiten wird sichergestellt, dal3 diese abgesittigt werden
und im weiteren Verlauf des Oligosaccharidaufbaus nicht als potentielle
Glycosylierungsstellen zur Verfigung stehen. Normalerweise wird diese Problematik in der
Festphasensynthese durch das sogenannte Capping gelost. Hierbel werden nicht vollstandig
abreagierte Hydroxygruppen der DOX-Funktion durch Acetylierung, Methylierung o. &
abgeséttigt. Es zeigte sich alerdings, dald bei der fur diesen Fall am besten geeigneten
Methode, der Methylierung mit Methyliodid, die Bindung zwischen MPEG und DOX
tellweise gespalten wird. Da die folgenden Assays aber gezeigt haben, dal3 eine enzymatische
Glycosylierung der DOX-Hydroxyfunktion nicht oder nur in Spuren vorkommt, wurde auf ein

Capping verzichtet.

Bereits bei der Durchfihrung dieser Synthese kénnen die makromolekularen Eigenschaften

des Polymers ausgenutzt werden. Die Aufarbeitung des galactosylierten polymergebundenen

OAC OAcC
2 + HOCHZGCH2—OCH2CH2(OCH2CH2)nOMe
AcO
OAcC 78
o\ /CCI3
79 ﬁ
NH
OAC OAcC
_ 0
TMSOTf, DCM, MS 4A  AcO O—DOX—MPEG
OAc 80
OH OH
0
DBU, MeOH HO O—DOX—MPEG
RT, 16h, 90% on o1

Abb. 43
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Produkts 81 erfolgte durch Ausféllung mit tert-Butylmethylether und anschlief3ende
Zentrifugation.

Die Darstellung des polymergebunden N-Acetylglucosamins 90 erwies sich aus mehreren

Grunden as bedeutend problematischer. Zum einen neigen 2-N-Acylamido-substituierte

Glycosyldonoren dazu, sich unter Bildung einer Oxazolinringstruktur zu stabilisieren.” Diese
Oxazoline sind zwar durchaus in der Lage, ebenfals als Glycosyldonoren zu fungieren,
alerdings konnten weitgehend quantitative Umsetzungen nur mit priméren aliphatischen
hydroxyfunktionalisierten Verbindungen erhalten werden. Etablierte Methoden zur

Darstellung von —Glycosiden des N-Acetylglucosamin aus den 1-O-Acetaten fuhrten hier
nicht zum Erfolg. Die Eisen(lll)chiorid-katalysierte Reaktion™ ist ungeeignet, da

multivalente Kationen einerseits in der Lage sind MPEG zu komplexieren, was zu einem
deutlich verschlechterten Verhalten bei der Ausféllung des Polymers flihrt. Andererseits

wurde eine teilweise Spaltung des Polymers an der Benzylfunktion beobachtet. Beispiele fur

eine Spaltung von Benzylfunktionen durch FeCl; wurden bereits beschrieben.

Erstaunlicherweise wurde auch bei der TMSOTf-katalysierten Glycosylierung neben dem
erwarteten Produkt (90) ein grofRer Anteil an Spaltprodukten beobachtet. Hierbel handelte es
sich neben nicht umgesetztem MPEG-DOX-OH um MPEG-DOX-OAc und glycosyliertes
MPEG. Aulerdem kann aus der Mutterlauge ebenfalls das Oxazolin 85 isoliert werden.
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Abb. 44
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Der nachgewiesene acetylierte Benzylalkohol spricht daftir, daf3 sich im Laufe der Umsetzung
intermediér Trimethylsilylacetat gebildet hat, welches wiederum als Acetylierungsmittel mit
dem polymergebundenem Benzylalkohol zu 88 reagiert. Da selektiv das 3-Glycosid entsteht,
ist anzunehmen, dal’ intermediar ein Oxazoliniumion (84) entsteht, welches teilweise as
Glycosyldonor reagiert und teilweise durch Protonenabspaltung zum wesentlich stabileren

Oxazolin abreagiert.

Statt dessen wurde die Glycosylierung mit dem entsprechenden Chlorid unter Silbertriflat-
Katalyse durchgefuhrt. Auch hier konnte erst nach umfangreicher Optimierung Verbindung

90 in 89% erhalten werden.m’128 So war ein fiinffacher Uberschul? des Donors und vierfacher

UberschuR an Silbertriflat notwendig, um die Oxazolinbildung weitgehend zuriickzudrangen.
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' NH
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Abb. 45

Die Darstellung des Lactose-konjugierten Polymers wurde unter Standardbedingungen in
Dichlormethan mit TMSOTT unter Argon durchgefiihrt. Die Aufarbeitung erfolgte wiederum
durch Ausfallung mit tert-Butylmethylether und anschlief3ende Entschitzung mit DBU in
Methanol und lieferte stereoselektiv 94 in 76%.
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Abb. 46

Mit den aus der Darstellung von 91 gewonnen Erfahrungen konnte Lactosaminderivat 97 in

guter Ausbeute (81% nach Entschiitzung) dargestellt werden.”” Auch hier konnte aus der
Mutterlauge fast die komplette Differenz an nicht umgesetztem Donor as Oxazolin (15%)

zurtickgewonnen werden.
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Abb. 47
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Die Aufarbeitung der enzymatischen Transglycosylierungen erfolgt standardméldig nach dem
gleichenin Abb. 48 illustrierten Muster:
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Abb. 48

Das polymergebundene Akzeptorglycosid wird im Hauptschritt der Reaktion unter
weitgehend identischen Bedingungen wie bel einem nicht polymergebundenem Akzeptor
umgesetzt. Diese Reaktion findet in homogener Lésung in dem udblicherweise verwendeten
waldrigen Puffermedium statt. Im nachsten Schritt wird nach Abbruch der Inkubation das
Wasser durch azeotrope Destillation entfernt. Die vollstandige Entfernung des Wassers ist in
diesem Zusammenhang extrem wichtig, da feuchtes MPEG schwierig und teilweise nur
unvollstandig auszuféllen ist. Obwohl MPEG stark hygroskopisch ist, kann adsorbiertes
Wasser durch azeotrope Destillation mit Toluol oder durch Lyophilisierung fast vollstéandig
entfernt werden. Die Reaktionsmischung wird im folgenden in Dichlormethan geldst.
Unlésliche Bestandteile wie anorganische Salze des Puffermediums oder hydrolysierter,
nicht transferierter Glycosyldonor konnen in einem Zwischenschritt abfiltriert werden. Aus
dem Filtrat kann durch einen UberschuR an tert-Butylmethylether das Polymer-
Produktkonjugat ausgeféllt werden. Ebenfalls denkbar ist die Ausfallung mit Diethylether.
Jedoch hat sich die Ausféllung mit tert-Butylmethylether bewéhrt, da dieses einen wesentlich
hoheren Siede- und Flammpunkt besitzt und damit sicherer in der Handhabung ist.

Im folgenden wird das feinkristalline Polymer entweder zentrifugiert und vom Uberstand
abdekantiert oder filtriert. Eine Filtration des Produkts sollte entweder unter Uberdruck oder
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unter Stickstoffatmosphére erfolgen, um die neuerliche Adsorption von Wasser weitgehend
zu unterbinden. Als praktischer erwies sich allerdings die Zentrifugation. Das so erhaltene
polymergebundene Produkt ist in den meisten Fallen hinreichend sauber, um es ohne weitere
Aufreinigung in einem nachfolgenden Kopplungschritt einzusetzen. Vor der Abspaltung des
gewunschten Endprodukts vom Polymer empfiehlt es sich, das Produkt aus kaltem Ethanol

umzukristallisieren.

Die Beladungsdichte der oben beschriebenen polymergebundenen Akzeptorstrukturen betrug
in allen Fallen ca. 0.2 mmol Akzeptor pro 1 g Polymer, da jeweils eine nahezu quantitative
Umsetzung stattgefunden hatte. Die Beladungsdichte &3t sich mit Hilfe des Integrations-
verhdltnisses der 'H-NMR-Signale der MPEG-gebundenen Methoxygruppe und eines
charakteristischen Zuckerprotons, meist des H-1-Protons, ermitteln. Bei einem Verhéltnis von

Methoxysignal zu H-1 von 3:1 hat demnach eine hundertprozentige Beladung stattgefunden.

4.4 Synthese dgalylierter Glycokonjugate auf der Basis von Polyethylen-
glycolmonomethylether

Nach diesem Prinzip werden die oben beschriebenen Akzeptorsubstrate unter Einsatz der
Sialidasen aus Vibrio cholerae und Salmonella typhimurium sialyliert. Diese Enzyme haben
sich aufgrund ihres guten Handlings und ihrer guten regioselektiven Eigenschaften bei

gleichzeitig guter Verfugbarkeit bewahrt.

Das N-Acetylglucosamin-MPEG-Konjugat 91 konnte so in 17% regioselektiv a(2—-6)
sayliert und in 24% a(2-3)siadyliert werden. Die Ausbeute von 24% im Fal der
Transsiaylierung mit Salmonella typhimurium Sialidase konnte allerdings nur nach
dreimaliger Wiederholung der Reaktion erreicht werden. So wurden nach der ersten
Inkubation 13% Umsatz, nach der zweiten 21% und nach der dritten Umsetzung schliefdlich
24% erzielt.
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*Vibrio cholerae Sialidase, *Salmonella typhimurium Sialidase
Abb. 50

Diese Beobachtung ist ein Indiz dafir, dal3 das polymergebundene Produkt ein wesentlich
schlechteres Substrat fur die Sialidase as das p-Nitrophenyl-Glycosid ist. Da die
Aufarbeitung relativ schnell ist, bietet sich ein wiederholtes Inkubieren des nicht vollstandig
umgesetzten Substrats an. Leider konnte nur in diesem einen Fal ein bedeutend hoherer
Umsatz erzielt werden. Steigerungen der Ausbeute von 1-4% in den anderen Féllen
rechtfertigten keine erneuten Inkubationszyklen. Es erscheint daher auch fur ein Upscaling

sinnvoller, die gleiche Reaktion in mehreren kleinen Batches durchzufiihren.

Galactosyliertes MPEG (81) konnte regioselektiv in 15% a(2—-6)-siayliert werden (100). Die
a(2-3)-Sialylierung erfolgte in 16% (101), ebenfals ohne Bildung regioisomerer
Nebenprodukte. Diese Ausbeuten entsprechen erfreulicherweise weitgehend den
Transferraten, die mit den freien Akzeptoren erreicht werden konnen bei gleichzeitig
exzellenter Regioselektivitéat. Dieses Ergebnis unterstreicht, dal3 durch die Reaktion in
homogener Phase auch weitgehend die gleichen kinetischen Parameter gelten wie bei einer

nicht-polymerunterstiitzten Synthese.
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Auch im Fal des Lactosyl-DOX-MPEG 94 konnte fur die Vibrio cholerae Sialidase
katalysierte a(2-6)-Siaylierung eine vergleichbar gute Ausbeute von 16% beobachtet

werden. Eine a(2—-3)-Sialylierung konnte durch Salmonella typhimurium Sialidase-Katalyse
in 15% erreicht werden.
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*Vibrio cholerae Sialidase, *Salmonella typhimurium Sialidase
Abb. 51
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Bel der Transsialylierung des Lactosamin-Derivats 97 mit Vibrio cholerae Sialidase wurde
eine etwas niedrigere Ausbeute von 12% erzielt, was in erster Linie darauf zurtickzufihren
war, dald sich hier im Laufe der Reaktion das a(2—-3)-Regioisomer bildete. Die Inkubation
wurde daher etwas friher abgebrochen. Mit Salmonella typhimurium Sialidase konnte das
a(2—-3)-Sialylactosamin-Derivat hingegen in befriedigenden 14% regioselektiv synthetisiert

werden.
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®Vibrio cholerae Sialidase, *Salmonella typhimurium Sialidase
Abb. 52

Eine alternative Darstellungsmethode von Verbindung 104 und 105 fihrte Gber die On-Resin-
Transgalactosylierung von N-Acetylglucosaminyl-DOX-MPEG 91 mit (-Galactosidase aus
Bacillus circulans. Hierbei wurde Konjugat 97 mit einer Ausbeute von 19% synthetisiert, was
eine etwas niedrigere Ausbeute verglichen mit einem nicht polymergebundenen GIcNAc-
Akzeptor bedeutet. Allerdings vereinfacht sich die Aufarbeitung der Reaktion durch Einsatz
der polymerunterstiitzten Flussigphasensynthese betréchtlich. Wahrend im Fall des
nichtkonjugierten Akzeptors die Aufarbeitung entweder durch Grofdenausschiuf3-
chromatographie oder durch Derivatisierung (z.B. Acetylierung) mit anschlief3ender
flashchromatographischer Aufreinigung erfolgt, kann das polymergebundene Produkt durch
Ausfalung und anschlief3ende Filtration noch am selben Tag aufgearbeitet und Uber Nacht in
einer neuen Reaktion eingesetzt werden. Speziell beim Upscaling von Reaktionen bietet

dieses Verfahren deutliche Vorteile, da der chromatographische Trennaufwand bel grof3eren
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Maldstdben entsprechend wachst (hohes Saulen- bzw. Trennmittelvolumen, hoher
Eluensbedarf, lange Trennzeiten).

OH OH OH
B. circulans OH
HO ) B-galactosidase &
NH OH HO -DOX -
Ac pPNp-BGal pNp N
91 97 Ac

Abb. 53

Die anschlief3ende Siaylierung von 97 erfolgte naturgemald in gleichen Ausbeuten wie oben
beschrieben, wobei zu erwéahnen ist, dal? die Ausbeuten bei einer Wiederholung der Reaktion
immer in einem Bereich £2% schwanken. Diese Bandbreite, die verglichen mit ener
klassischen organisch-chemischen Reaktion mit 70-95% Ausbeute nicht sehr ins Gewicht
falt, kann bel den fir Transsialylierung typischen Ausbeuten von 10-20% durchaus einen
Unterschied in der Absolutausbeute von +10% bedeuten. Das Problem liegt darin, dal3 der
Zeitpunkt, an dem die Inkubation zweckméafdig abgebrochen wird, auch mit den exaktesten
analytischen Methoden nicht immer genau bestimmt werden kann.

Die [(1-3)verknupfte Lactosamin-analoge Verbindung konnte mit (B-Galactosidase aus

Rinderhoden in guten 23% dargestellt werden.

OH OH OH OH

Rinderhoden
HO 0] B-galactosidase . O HO O
HO O-DOX-MPEG \ HO 0 O-DOX-MPEG
NH pNp-BGal pNp OH E(':"
g1 ¢ 106

Abb. 54

Die sich anschlief3ende Siaylierung verlief alerdings in geringfiigig schlechteren Ausbeuten
von 10% fur die a(2-6)-Sialylierung bzw. 8% im Fall der a(2—-3)-Sialylierung.
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®Vibrio cholerae Sialidase, *Salmonella typhimurium Sialidase
Abb. 55

Die regioisomeren Transferraten konnten wie in Kapitel 3.2 beschrieben durch Anwendung

des Structural-Reporter-Group—Konzepts51 bestimmt werden. Auch im Fal der
polymergebundenen Produkte lagen die zur Bestimmung der Regioselektivitdt der Reaktion
besonders wichtigen axialen H-3-Protonen der NeuSA c-Einheit auf3erhalb des Gebiets hoher
Signaldichte. Auch 3C-Spektren, und hier besonders die Kohlenstoffkerne, die
charakteristisch fur die glycosidischen Verknipfungen sind, konnten ohne Probleme
analysiert werden. Generell konnte eine geringfiigige Verbreiterung der Signale beobachtet
werden, die in erster Linie auf die etwas verminderte Molekilbeweglichkeit in Ldsung
zurtckzufihren ist und durch Messung der NMR-Spektren bei 30°C ausgeglichen werden
kann. Allerdings konnten auch anhand der bei Raumtemperatur aufgenommenen Spektren die
charakteristischen Kopplungskonstanten bestimmt werden, so dald3 der Einfachheit halber

darauf verzichtet werden konnte.

Der wohl wichtigste Grund, da3 bis heute keine generell anwendbare Methode zur
Festphasensynthese eines beliebigen Heterooligosaccharids existiert, liegt in der mangelnden
Verflgbarkeit synthetischer Glycosylierungsmethoden, bel denen Ausbeuten von wenigstens
99% bei gleichzeitiger absoluter Stereo- und Regiospezifitdt erzielt werden konnen. Das hat
zur Folge, dal3 bei einer nicht vollsténdigen Umsetzung auf dem Resin neben dem Produkt

auch nicht umgesetztes Edukt vorliegt, welches im néchsten Glycosylierungsschritt als
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aternativer Akzeptor fungieren kann. Zum anderen erhdlt man bei der Abspaltung des
Produkts vom Resin ein Produkt-Edukt-Gemisch. Dies wirde Sinn und Zweck der
Polymerphasensynthese in Frage stellen, da man so am Ende der Umsetzung wiederum einen
aufwendigen chromatographischen Reinigungsschritt durchfihren muf3. Auf3erdem kénnen im
Fal einer mehrstufigen Reaktion bereits so komplexe Produktgemische enstehen, dal3 eine
effektive Reinigung nur unter unvertretbar hohem Aufwand mdglich ist.

Fur enzymatische Oligosaccharid-Synthesen auf fester oder |6dlicher Phase bietet sich fur

diese Problemstellung eine relativ einfache Lésung an:

Bisher wurde die besondere Eigenschaft der Glycosidasen verwendet, um unter bestimmten
Inkubationsbedingungen einen Glycosyltransfer zu katalysieren. Nutzt man aber die
eigentlichen Fahigkeiten der exo-Glycosidasen, spezifische terminale Glycosyleinheiten
stereoselektiv zu hydrolysieren, wobel interne Glycosyleinheiten intakt bleiben, so &3t sich
dies zum gezielten hydolytischen Abbau von nicht vollsténdig umgesetzten Akzeptoren

elnsetzen.

So kann zum Beispiel bei der Synthese von Sialyllactosamin (Abb. 52) nicht umgesetztes
Lactosamin gezielt durch Inkubation einer verdiinnten Lésung des Produkt-Edukt-Gemischs
mit Bacillus circulans B—Galactosidase und A. oryzae N-Acetylhexosaminidase hydrolytisch
abgebaut werden. In diesem Fal at sich diese Reaktion aufgrund &hnlicher
Inkubationsbedingungen sogar als Ein-Topf-Reaktion durchfihren. Die terminale
N-Acetylneuraminsdureeinheit des Produkts fungiert hier als eine Art Schutzgruppe und
maskiert die Galactosyleinheit so gegen einen Abbau durch die B—-Galactosidase. Freie
Galactose und N-A cetylglucosamin kdnnen in einem weiteren Aufreinigungszyklus (Abb. 56)

problemlos abgetrennt werden.

Nach diesem Muster wurden alle obenbeschriebenen polymergebundenen Produkte, die mit
den jeweiligen Regioisomeren verunreinigt waren, vor ihrer Abspaltung einer selektiven

Glycosidase-katalysierten Hydrolyse unterworfen.
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Abb. 56

Aufgrund der Vielfalt der bekannten Glycosidasen und ihrer breiten Substrattoleranz ist es
wahrscheinlich, dal3 fur fast jedes Glycosylierungsproblem die , passende” Glycosidase
gefunden wird. Im gunstigsten Fall ist es sogar denkbar, analog der oben beschriebenen
selektiven Hydrolyse unerwiinschter Regioisomere, gezielt z. B. eine 3(1-3) neben einer
B(1-4)Gaactosyleinheit zu hydrolysieren. Dieses ist besonders dann vonnéten, wenn man
mit verzweigten Heterooligosaccharidstrukturen arbeitet und zielgerichtet nur ein Isomer
abbauen will. Allerdings erfordert eine solche Reaktion ein hohes Mal3 an analytischer
Kontrolle neben der Notwendigkeit des Einsatzes von Glycosidasen mit den entsprechenden

kinetischen Pré&ferenzen.
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4.5 Abspaltung vom Polymer

Fur die Abspaltung vom Polymer bieten sich, wie eingangs erwahnt, verschiedene Methoden

an. Durch Hydrierung unter milden Bedingungen (5% Pd/C in Ethanol bei Raumtemperatur

und 1 atm Hy) wird die Bindung zwischen dem Polymer und dem Dioxyxylylrest gaspalten.121
Man erhdlt somit das 1-O-p-Methylbenzyl-geschitzte Oligosaccharid. Unter starkeren
Hydrierungsbedingungen (10% Pd/C, 50%ige Essigsdure, 50°C, 3 atm H,) wird der MPEG-
DOX-Linker komplett entfernt und man erhdlt die 1-OH-freie Verbi ndung.121

Mit beiden Methoden werden in den meisten Fallen gute bis sehr gute Abspaltungsraten
erzielt. Allerdings kann es vorkommen, dal3 der Abspaltprozel3 nicht vollstandig verlauft, was

wahrscheinlich auf die Komplexbildung von Metalkationen mit Polyethylenglycol

zuriickzufiihren ist. Ahnliche Effekte wurden von Bergbreiter et al. beschrieben.129 Dal? man
die Komplexierung bestimmter Metallkationen mit PEG auch zur selektiven Spaltung unter

recht schonenden Bedingungen nutzen kann, zeigt eine weitere Methode, bei der eine

Acetolyse unter Scandium(lll)trifluormethansulfonat-Katalyse durchgefiihrt wird.130 Bei
diesem Verfahren wird PEG so komplexiert, dal’3 dal? die benachbarte Benzylfunktion einer
Acetolyse durch Acetanhydrid zuganglich ist. Ein durchaus nitzlicher Nebeneffekt ist die
komplette Acetylierung des Oligosaccharids. Allerdings muf3 aufgrund des Vorhandenseins
der terminalen NeuS5A c-Funktion in einem Vorschritt die Carboxygruppe verestert werden, da
einige termina dgalylierte Oligosaccharide unter  Acetylierungsbedingungen  zur
Lactonbildung neigen. Dieses lief3e sich zwar abschlief3end auch wieder hydrolysieren, aber
aus Grunden der einfacheren NMR-Analytik wurde die Bildung eines Methylesters als der
bevorzugte Weg gewahit.
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Abb. 57
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Somit kann durch einen einzigen Schritt das Produkt vom Polymer abgespalten werden
(Abb. 57) und gleichzeitig in ein fur die NMR-Analytik geeignetes Schutzgruppenmuster
Uberfuhrt werden. Hierbei bleibt am anomeren Zentrum des reduzierenden Zuckers eine
selektiv abspaltbare Schutzgruppe erhalten. Kahne et al. berichteten z. B. Uber die Abspaltung

von p-Methoxybenzylethern durch 1%ige Trifluoressigsaure in Dichlormethan.”

Das Konzept einer selektiv abspaltbaren Schutzgruppe am anomeren Zentrum ist
insbesondere interessant, wenn das Produkt in einer anschlief3enden Blocksynthese

weiterverwendet werden soll.

A

OH
COOH OH oH
o)
o) o) Q MeOH, H*
of HO O—DOX—MPEG ——Hr—>
103 OH

OH ,OH

COOMe OH
0
O&Om Se(OTh
oH H 0=
109 OH

DOX—MPEG ACZO, CH2C|2 >

Ac
coome QA OAC

OAc
(@]
© © 3 O—CH CH,O0A
—ChR3 20AC
neG OAc AcO
OAc
110

+ MPEG
Abb. 58

Nach diesem Schema wurden die Sialyloligosaccharide in durchgehend hohen Ausbeuten von
zumeist Uber 95% vom Polymer abgespalten und as peracetylierte Derivate gewonnen
(s. Tabelle 2).
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MPEG- Produkt Gesamtausbeute
Konjugat nach Abspaltung
97 97a 17%
98 98a 22%
99 99%a 16%
100 100a 13%
OAc
AcQ COOMe OAc OAc
101 & 101a 15%
o O—DOX—0Ac
AcO OAc
Ac OAc
COOMe OAc OAc
102 0/%0 Q 102a 14%
AcO. AcO 0—DOX—0Ac
AcO OAc OAC
Ac OAC
CcooMe OAc OAc OAc
103 &/ /&/o pox—0Ac 103a 14%
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A OAc
¢ COOMeOAC OAc
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AcO. NH
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108 w 0-DOX-0Ac  108a 7%
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Tab. 2 Abspaltung vom Polymer
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5 Zusammenfassung

Sialyloligosaccharide spielen eine zentrale Rolle in diversen biologischen Prozessen. Zur
Untersuchung dieser Funktionen ist die Synthese von Oligosaccharidsequenzen mit terminal
a-glycosidisch gebundenen Sialinsdureeinheiten von grof3er Bedeutung, da diese Strukturen
bei der Isolierung aus biologischem Material meist nur in geringer Menge und unzureichender

Reinheit gewonnen werden kdnnen.

Mit klassisch-chemischen Methoden sind hier bereits in den letzten Jahren beachtliche
Fortschritte erzielt worden, allerdings sind die Synthesen praparativ meist sehr aufwendig und
verlaufen nur selten stereo- sowie regioselektiv und mit befriedigenden Ausbeuten. Eine in
den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewinnende Alternative bietet hier die
enzymatische Glycosidsynthese. Neben den Siayltransferasen bieten durch geeignete
Techniken auch die Sialidasen, die in vivo fur die Hydrolyse von Sialyloligosacchariden
zustandig sind, die Mdglichkeit zum Sialyltransfer auf geeignete Akzeptorsubstrate. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Sialidasen aus Vibrio cholerae, Clostridium perfringens,
Salmonella  typhimurium, Newcastle Disease Virus sowie die Trans-Sialidase aus
Trypanosoma cruzi auf ihr Transglycosylierungspotential untersucht und eine Reihe

biologisch relevanter Strukturen dargestel|t.

Speziell unter dem Gesichtspunkt der Stereo- und Regioselektivitét bietet die Trans-Sialidase
aus Trypanosoma cruzi eine Uberzeugende Alternative zu etablierten Verfahren. Die Fahigkeit
des regiospezifischen N-Acetylneuraminsaure-Transfers konnte synthetisch zur Darstellung
von zahlreichen biologisch relevanten NeubA ca(2—-3)Gal3I-R-Motiven genutzt werden, die
bisher sowohl klassisch-chemisch als auch enzymatisch nur auf3erst schwer zuganglich waren.
Insgesamt zeigt die Trans-Sialidase den Sialyltransferasen vergleichbare Eigenschaften des
selektiven N-Acetylneuraminsaure-Transfers, ohne dal3 komplexe Zuckernucleotid-Donoren
eingesetzt werden mussen bei einer gleichzeitig hohen Variabilitét des Aglycons an der

terminalen (3-Galactosyl el nheit.

So konnten unter anderem die regioselektiv sidylierten Ty- und T-Antigen-Epitope
[Neu5Aca(2-3/6)GaNAca-O-Ser/Thr bzw. NeubSAca(2-3/6)Gal3(1-3)GaNAca-O-Ser/Thr]
synthetisiert werden, die als tumorassoziierte Zelloberflachenstrukturen bekannt sind und
unter anderem in GM1-Glycolipiden, menschlichen Erythrozyten und in einem Knochenmark-
Makrophagenlektin als terminaler Glycantell nachgewiesen worden sind. Die Darstellung der
oben genannten und analoger Oligosaccharid-Strukturen ist far immunologische
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Untersuchungen und fur die Entwicklung von Impfstoffen gegen tumorassoziierte Antigene

von besonderem Interesse.

Desweiteren konnte durch eine Kombination klassisch-chemischer mit chemoenzymatischen
Methoden sialylierte Epitope der Lacto-N-tetraose und der Lacto-N-neotetraose synthetisiert
werden. Diese Pentasaccharide spielen als Hauptbestandteile der Humanmilch eine wichtige
Rolle bei der Immunabwehr gegen bakterielle und virale Infektionen des Gastointestinaltrakts

von Kleinkindern.

Durch eine Thioglycosid-unterstiitzte Blocksynthese von transglycolytisch hergestellten
Building Blocks lief3en sich gezielt die Vorteile der jewelligen Methoden nutzen und
Nachteile in bezug auf Stereo- und Regioselektivitéat, Transfereffizienz und intermediére

Reinigungsschritte umgehen.

Schliefdlich konnte gezeigt werden, dal3 die polymerunterstiitzte Flissigphasensynthese auf
Polyethylenglykol eine in hohem Mal3e geeignete Methode zum Aufbau biologisch relevanter
Glycokonjugate und ihrer Derivate mit chemoenzymatischen Glycosylierungsmethoden ist.
Aufgrund des experimentellen Konzepts einer Synthese in geldster Phase und der
Aufarbeitung unter Festphasenbedingungen kdnnen sowohl die kinetischen Vortelle einer
Reaktion in LoOsung genutzt als auch der weitgehende Verzicht auf zeit- und

arbeitsaufwendige chromatographische Reinigungsschritte erreicht werden.
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5 Summary

Sialylated oligosaccharides are playing amajor role in adiversity of biologica processes. The
growing awareness of the crucia role siaylation plays in the regulation of cellular and
molecular recognition in biological systems has led to an increased interest in this area. In
order to establish structure-reactivity-relationships procedures have to be developed that allow
the stereoselective synthesis of terminally sialylated oligosaccharides in sufficient quantities
since isolation from natural sources has proved to be less effective and excludes access to

non-natural derivatives.

Despite considerable recent progress classical chemical methods lack experimental simplicity
and stereospecificity. Chemoenzymatic approaches employing sialyltransferases and
sialidases as synthetic tools have offered an aternative access to the family of sialylated
glycostructures with excellent stereospecificity.

The concept of using the reversible nature of glycosidases for the synthesis of various
oligosaccharides has reached the status of a facile procedure and found extended use as a

simple, cheap and efficient glycosylation method.

The major objective of this work was to demonstrate the feasibility of the transsiaylation
approach for the synthesis of various siayl oligosaccharides and to develop a versatile
toolbox for regioselective sialylation procedures that allow syntheses of a wide variety of

natural and non-natural sialyl oligosaccharides.

By selecting glycosidases with different regioselectivities such as Vibrio cholerae,
Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium and Newcastle disease virus sialidase and
trans-sialidase from Trypanosoma cruzi synthetic access towards the two major naturaly

occurring glycosylation patterns, a(2-3)- and a(2-6)-sialylation, could be achieved.

Concerning stereo- and regioselectivity, especially the trans-sididase from Trypanosoma
cruzi represents a convincing aternative to established procedures. Its ability to regio-
specifically transfer N-acetylneuraminic acid in a(2-3)-position to Gal31-R motifs has been
employed to synthesize a variety of biologically relevant structures of the type
Neu5Aca(2-3)GalpI-R.

Using the described techniques a diversity of sialylated glycostructures could be synthesized
including regioselectively sialylated epitopes of T- and Ty-antigen [T: Neu5Aca(2-3/6)-
Galf3(1-3)GalNAca-O-Ser/Thr, Tn: NeuSAca(2-3/6)GalNAca-O-Ser/Thr]. These compounds
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are are known to be tumor-associated antigens present in glycoproteins on the surface of
tumor cells. Furthermore, they have been discovered in GM;-glycolipids, on human
erythrocytes and in a bone marrow macrophage lectin. The design of synthetic and semi-
synthetic oligosaccharide epitopes for immunological testing and as potential cancer vaccines

is, therefore, of special interest.

By a combined classical chemical and chemoenzymatic approach sialylated lacto-N-tetraose
and lacto-N-neotetraose were synthesized. These pentasaccharides play, as major constituents
of human milk, an important role in the immune response of infants against bacterial and viral
infections of the gastrointestinal tract.

Building blocks, prepared by transglycosylation procedures, were coupled in a block
synthesis applying thioglycoside-methods. Thus, the synthetic advantages of the respective
methods could be exploited, and disadvantages with regard to stereo- and regioselectivity,
transfer efficiency and intermediate purification were avoided.

It could be demonstrated that the combination of glycosidase-catalyzed transglycosylation
procedures with polymer-supported solution-phase methodology on polyethylene glycol
represents a simple and useful method for the synthesis of biologically relevant
glycoconjugates. Based on the solubility of the polymer under reaction conditions and its
insolubility during workup in various ethers, the synthetic step can be performed in agueous
solution phase whereas workup follows solid-phase procedures and, therefore, avoids time-

consuming chromatographic steps.
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6. Experimenteller Tell

Allgemeine Angaben

Dinnschichtchromatographie
Alle Reaktionen wurden duinnschichtchromatographisch auf DC-Alufolien Kieselgel 60 Fpsq

(Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte durch UV-Absorption sowie durch Anférben mit
20%iger ethanolischer Schwefelsaure und anschlieffender Warmebehandlung. Sialylierte
Verbindungen wurden mit einer Resorcinldsung in verdinnter Salzsiure ™ oder einer stark
verdinnten Losung einer 1:1-Mischung aus Naphthoresorcin und 20%iger ethanolischer
Schwefel sdure mit anschlief3ender Warmebehandlung detektiert.

Saulenchromatographie
Kieselgelchromatographie wurde nach der Flash-Methode mit Kieselgel 60 (230-400 mesh,
40-63 um, Merck) durchgefihrt.

Fur Trennungen durch Grof3enausschlufichromatographie wurde Biogel P2 in silanisierten

Glasséaulen verwendet.

Trennungen an Anionentauscherharz wurden mit Dowex 1x2 (200-400 mesh, CI'-Form,
Serva) durchgefihrt.

HPLC-Trennungen wurden an einer Niederdruckgradientenpumpe L-6250 (Merck/Hitachi)
und einem Diodenarray-Detektor L-3000 mit der Software LiChrograph V4.0 (Merck) an
LiChrospher NH>-Aminosaulen (5 pm, 4 x 250 mm) und LiChrospher RP18-Reversed Phase-
Saulen (5 um, 4 x 250 mm) durchgefihrt.

NM R-Spektroskopie
'H- und **C-NMR- sowie die entsprechenden 2D-Spektren wurden mit Bruker-Spektrometern
AMX-400 (100.67 MHz bei *3C) und DRX-500 (125.83 MHz bei **C) bei 300 K gemessen.

Als interner Standard fur *H-NMR-Spektren bei Messungen in deuterierten organischen

Losungsmitteln diente Tetramethylsilan (3 = 0 ppm). Bel *H-Messungen in D,O wurde auf
den HDO-Peak (& = 4.80 ppm) as Referenz geeicht, bei *3C-Messungen wurde mit
Acetonitril (& = 1.47 ppm) als internem Standard kalibriert. Die Zuordnung der Signale
erfolgte, wenn notwendig, durch 'H-'H-COSY-, TOCSY-, 'H-*C-COSY-, HMQC- oder
HMBC-Experimente. Die Konnektivitdten der Kohlenstoffatome wurde durch DEPT-

Experimente ermittelt. Bei der Nomenklatur linearer Ringsysteme wurden die Protonen bzw.
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Kohlenstoffatome durch eine vom reduzierenden zum terminalen Zucker aufsteigende
Indizierung gekennzeichnet.

Schmelzpunkte
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Olympus BH Polarisationsmikroskop mit Mettler-

Heiztisch FP 82 ermittelt und sind unkorrigiert.

Polarimetrie
Die Bestimmung der Drehwerte erfolgte mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter 241 (Natrium-
D-Linie 589 nm, Kvettenlange 1 dm) bei 25°C.

M assenspektroskopie
FAB-Massenspektroskopie wurde an einem VG Analytica 70-250 S Spektrometer
(Microtech) durchgefihrt.

MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Bruker Biflex Il im positive reflector mode

aufgenommen. Als Matrix wurde 2,5-Dihydroxybenzoesaure verwendet.

Gefriertrocknung

Wal¥rige Losungen wurden an einer Lyovac GT (Leybold-Heraeus) gefriergetrocknet.

Zentrifugen:
Eppendorf Tischzentrifuge 5415

Spektralphotometrie

Spektrometrische Messungen wurden mit einem Beckmann-Spektral photometer DU-62 in

Polyethylenkvetten mit 1cm Schichtdicke gemessen.

pH-M essungen

pH-Werte wurden mit einem WTW pH521-pH-Meter gemessen.

Enzyme
Sialidase (EC 3.2.1.18) aus Vibrio cholerae (Chiron Behring GmbH)

Sialidase (EC 3.2.1.18) aus Clostridium perfringens (New England Biolabs GmbH)
Sialidase (EC 3.2.1.18) aus Salmonella typhimurium (New England Biolabs GmbH)
Sialidase (EC 3.2.1.18) aus Newcastle Disease Virus (Oxford Glycosystems Ltd., UK)
Trans-Sialidase (EC 3.2.1.18) aus Trypanosoma cruz (Préparation aus E. coli-Klon)
[3-Galactosidase (EC 3.2.1.23) aus Rinderhoden (Rohpraparation)

[3-Galactosidase (EC 3.2.1.23) aus Bacillus circulans (Daiwa Kasei Co., Ltd., Japan)
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Allgemeine Arbeitsvor schriften

AAV 1. Acetylierung

Die OH-freie Verbindung wird in Pyridin gel6st und mit Essigsaureanhydrid (2 Aquivalente
je OH-Funktion) versetzt. Bei Raumtemperatur wird bis zur vollstandigen Umsetzung geriihrt.
Anschlief3end wird unter vermindertem Druck eingeengt und der Rickstand mehrmals mit
Toluol kodestilliert. Sofern erforderlich erfolgt eine flashchromatographische Reinigung des
Produktes.

AAYV 2: Deacetylierung

Variante a: Deacetylierung unter Zemplén-Bedi ngungen133

Die zu entschutzende Verbindung wird in absolutem Methanol gel6st und mit einer frisch
bereiteten Losung aus Natriummethanolat in absolutem Methanol (0.1 M) versetzt, bis ein
pH-Wert von 8 - 8.5 erreicht ist. Bel Raumtemperatur wird bis zur vollstandigen Umsetzung
gertihrt. Im folgenden neutralisiert man mit Dowex 50W-X8 H*-lonentauscher, filtriert und

wascht mit Methanol. Unter vermindertem Druck wird bis zur Trockene eingeengt.

Variante b: Deacetylierung mit DBU

Die zu entschitzende Verbindung wird in absolutem Methanol gelést und mit 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) versetzt (pro 10 ml Methanol etwa 0.7 mmol DBU,
entspricht ca. 100ul). Bei Raumtemperatur wird bis zur vollstandigen Umsetzung gerdhrt. Im
folgenden neutralisiert man mit Dowex 50W-X8 H*-lonentauscher, filtriert und wéascht mit

Methanol. Unter vermindertem Druck wird bis zur Trockene eingeengt.

AAV 3 Assay zur Ermittlung der Aktivitat der Sialidase

Zu 100 pl ener Stammlosung aus 9.0 mg (0.02 mmol) p-Np-NeuSAc in 8 ml
Inkubationspuffer (s. AAV 6-9) werden 10ul einer Lésung von lyophilisierter Sialidase in
verdinntem (1:10) Inkubationspuffer (s. AAV 6-9) gegeben. In Blindansétzen wird die
Enzymzugabe durch Inkubationspuffer A bzw. unbehandeltes Trégermaterial ersetzt. Die
Inkubationen erfolgen Gber 30 min bei 37°C und werden durch Zusatz von jeweils 900 pl
0.1 M Natriumcarbonatl 6sung abgebrochen. Es wird die Extinktion bei 400 nm gemessen und
die Differenzen zu den jeweiligen Blindwerten bestimmt. Die Aktivitéten ergeben sich nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz:
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_ DE, LV, [OUD
tE 0V, OV, [@ Eml 5

wobei Va=1ml Analysenvolumen
Ve =0.002 ml Volumen der Enzymldsung
Ve =0.1ml Probenvolumen
e =16.02 umol*cm Extinktionskoeffizient
t =30min Inkubationsdauer
d =1cm Schichtdicke der Kiivette

Der Extinktionskoeffizient € wird aus einer Konzentrationsreihe von p-Nitrophenol, geldst in

9 Tellen 0.1 M Natriumcarbonat!l6sung und einem Teil Inkubationspuffer, ermittelt.

AAV 4: Enzymatische Transgalactosylierung mit B-Galactosidase aus Bacillus circulans
Eine Losung aus Akzeptor und p-Np-BGal (3 Aquiv.) in Inkubationspuffer (50 mM NaOAc,
pH 5.0) wird mit 1 U B-Galactosidase aus Bacillus circulans, geldst in 100 pl Puffer, versetzt
und bel 30°C im Schittelbad inkubiert. Nach beendeter Reaktion wird das Enzym durch
funfmindtiges Erhitzen in einem siedenden Wasserbad denaturiert. Freies p-Nitrophenol wird
durch Extraktion mit Ethylacetat entfernt. Die Aufreinigung erfolgt Uber eine Biogel-P2-Saule
(16 x 900 mm) durch Elution mit destilliertem Wasser.

AAV 5: Enzymatische Transgalactosylierung mit B-Galactosidase aus Rinder hoden

Eine Losung aus Akzeptor und p-Np-BGal (3 Aquiv.) in Mcllvaine-Puffer (50 mM NaH,PO, /
Zitronensaure, pH 4.3) wird mit 1 U B-Galactosidase aus Rinderhoden, geldst in 100 pl
Puffer, versetzt und bei 37°C im Schuttelbad inkubiert. Nach beendeter Reaktion wird das
Enzym durch funfminttiges Erhitzen in einem siedenden Wasserbad denaturiert. Freies
p-Nitrophenol wird durch Extraktion mit Ethylacetat entfernt. Die Aufreinigung erfolgt Gber
eine Biogel-P2-Saule (16 x 900 mm) durch Elution mit destilliertem Wasser.

AAV 6: Enzymatische Transsialylierung: Allgemeine Prozedur

Abhadngig von der Art der verwendeten Sialidase werden p-Np-NeubSAc (18) und der
jeweilige Akzeptor in einem Verhdltnis von 1:5 bis 1:7 in dem entgasten Inkubationspuffer
mit der entsprechenden Sialidase inkubiert. Inkubationszeit, Puffer und Inkubationstemperatur
héngen von der Quelle der Sialidase ab (s. die jeweiligen Arbeitsvorschriften).
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Der Verlauf der Reaktion wird per HPLC™ und duinnschichtchromatographisch (Ethanol /
1M Ammoniumacetat (pH 7.4) = 5:1, aternativ: n-Butanol/Essigsdaure/Wasser 5:2:2)
verfolgt. Nach vollsténdiger Reaktion wird die Inkubation durch fanfminUtiges Erhitzen auf
100°C abgebrochen. Die Mischung wird mit Kationenaustauscher Dowex 50 WX 8 (H'-
Form) auf pH 6.8 angesauert und zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert, mit
destilliertem Wasser auf ein Volumen von 5 ml verdinnt und auf eine lonentauschersiule
(Dowex 1x2, Phosphatform, 1.1 x 19 cm) aufgetragen. Unreagierter Akzeptor wird mit 200
ml destilliertem Wasser von der Saule gewaschen. Mit 5 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6.8)
werden 5 ml-Fraktionen von der Saule eluiert und diese mit dem Resorci n-SprUhreagenz132 auf
N-A cetylneuraminsauregehalt getestet. Produktfraktionen werden vereinigt, lyophylisiert, in 2
ml destilliertem Wasser gelost, auf eine Biogel-P2-Saule (16 x 900 mm) aufgetragen und mit
destilliertem Wasser eluiert. Nicht umgesetzter Akzeptor wird quantitativ zuriickgewonnen.
Sialyloligosaccharid-enthaltende Fraktionen werden vereinigt und lyophylisiert. NMR-Proben

werden vor der Messung mehrmalsin D,O gelst und lyophylisiert.

AAV 7: Enzymatische Transsialylierung mit Sialidase aus Vibrio cholerae

Eine Losung aus 50 pmol p-Np-Neu5Ac (18) und 350 pmol Akzeptor (Donor-Akzeptor-
Verhdltnis: 1:7) gelost in 250 ul entgastem Inkubationspuffer (0.1 M NaOAc, 0.5 mM CaCl,,
pH 5.5) wird mit 1 U Sialidase aus Vibrio cholerae bei 30°C geméald der algemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 6 inkubiert.

AAV 8. Enzymatische Transsialylierung mit Sialidase aus Clostridium perfringens

Eine Losung aus 50 pmol p-Np-Neu5Ac (18) und 350 pmol Akzeptor (Donor-Akzeptor-
Verhdtnis: 1:7) gel6st in 250 pl entgastem Inkubationspuffer (0.1 M NaOAc, 0.5 mM CaCl,,
pH 5.1) wird mit 1 U Sialidase aus Clostridium perfringens bei 37°C gemal’ der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 6 inkubiert.

AAV 9: Enzymatische Transsialylierung mit Sialidase aus Salmonella typhimurium

Eine Losung aus 50 pmol p-Np-Neu5Ac (18) und 250 pmol Akzeptor (Donor-Akzeptor-
Verhdltnis: 1:5) gel6st in 250 pl entgastem Inkubationspuffer (0.1 M NaOAc, pH 5.1) wird
mit 1 U Siaidase aus Salmonella typhimurium bel 30°C gemda der allgemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 6 inkubiert.
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AAV 10: Enzymatische Transsialylierung mit Sialidase aus Newcastle Disease Virus
Eine Losung aus 50 pmol p-Np-Neu5Ac (18) und 250 pmol Akzeptor (Donor-Akzeptor-
Verhdltnis: 1:5) gel6st in 250 pl entgastem Inkubationspuffer (0.1 M NaOAc, pH 5.5) wird
mit 0.25 U Sialidase aus Newcastle Disease Virus be 37°C gemal der algemeinen
Arbeitsvorschrift AAV 6 inkubiert.

AAV 11: Enzymatische Transsialylierung mit Trans-Sialidase aus Trypanosoma cr uzi
Eine Losung aus 50 pumol MU-Neu5Ac (19) und 45 pmol Akzeptor (0.9 Aquiv.) gelost in 2.5
ml entgastem Inkubationspuffer (50 mM Natriumcacodylat/HCI, pH 6.9, 50 ug BSA
(ultrareinst), 0.02% NaN3) wird mit 1 U rekombinanter T. cruzi Trans-Sialidase-Préparation
bei 37°C inkubiert. Die Reaktionsverfolgung und Aufarbeitung erfolgt analog AAV 6.

AAV 12: Selektive Sialidase-katalysierte Hydrolyse der regioisomeren Nebenprodukte
Nach vollstandiger Transsialylierung wird die Reaktion durch 6-minttiges Erhitzen auf 90°C
abgebrochen. Die Mischung wird mit dem Inkubationspuffer auf 600 pl verdinnt. Dann
werden fur die Hydrolyse von a(2-6)-verknipften Nebenprodukten 10 mU Clostridium
perfringens Sialidase bzw. fir die Hydrolyse von a(2-3)-verkntipften Nebenprodukten 10 mU
Newcastle Disease Virus Sialidase zugegeben. Die Mischung wird 1 min bel 25°C inkubiert.
Um die Reaktion abzubrechen werden 400 pl Ethanol zugefiigt und die Reaktionsmischung in
einem offenen Reaktionsgefald 5 min auf 90°C erhitzt. Die weitere Aufreinigung erfolgt
analog der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6.

AAV 13: Enzymatische Transsialylierung auf polymergebundene Akzeptoren:
Allgemeine Prozedur

Der Verlauf der Reaktion wird photometrisch bei 400 nm und diinnschichtchromatographisch

(Ethanol / 1 M Ammoniumacetat (pH 7.4) = 5 : 1) verfolgt unter Verwendung des Resorcin-

Sprithreagenzes!32 zum Nachweis von N-Acetylneuraminséure. Die Inkubation wird durch
Zugabe von 1 ml 0.1M Na&COs-Lésung gefolgt von einer 3-minttigen Ultraschall-
Behandlung abgebrochen. Die Mischung wird mit Kationentauscher Dowex 50 WX 8 (H'-
Form) auf pH 6.8 eingestellt und anschliefend zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert
und zweima mit je 10 ml Toluol codestilliert. Der Ruckstand wird in 10 ml trockenem
Dichlormethan aufgenommen und mit tert-Butylmethylether (200 ml) ausgefdlt. Der
Niederschlag wird abzentrifugiert, mit 50 ml tert-Butylmethylether gespult und aus Ethanol
umkristallisiert. Die Ausbeutebestimmung erfolgt aufgrund der sehr viel grofderen Masse des
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Polymers per NMR, indem man die Signale des Produkts mit den Signalen des noch auf dem
Polymer gebundenen Eduktsin Relation setzt.

AAV 14: Enzymatische Transsialylierung mit Sialidase aus Vibrio cholerae auf
polymer gebundene Akzeptoren

Eine Losung aus 50 pmol p-Np-Neu5Ac (18) (21 mg) und 25 pmol Akzeptor (Donor-
Akzeptor-Verhdltnis 2 : 1) in 150 pl entgastem Inkubationspuffer (0.1 M NaOAc, 0.5 mM
CaCl,, pH 5.5) wird mit 1 U Sialidase aus Vibrio cholerae bei 30°C inkubiert. Die
eingesetzte Akzeptormenge bezieht sich hierbei auf die Beladungsdichte des auf dem Polymer
gebundenen Akzeptors und kann daher je nach Beladung variieren.

AAV 15. Enzymatische Transsialylierung mit Sialidase aus Salmonella typhimurium
auf polymer gebundene Akzeptoren

Eine Losung aus 50 pmol p-Np-NeuSAc (18) und 20 pmol Akzeptor (Donor-Akzeptor-
Verhdltnis 2.5 : 1) in 150 ul entgastem Inkubationspuffer (0.1 M NaOAc, pH 5.1) wird mit
1U Sdidase aus Salmonella typhimurium bei 30°C inkubiert. Die engesetzte
Akzeptormenge bezieht sich hierbel auf die Beladungsdichte des auf dem Polymer

gebundenen Akzeptors und kann daher je nach Beladung variieren.

AAV 16: Abspaltung MPEG-gebundener Produkte vom Polymer

Ca. 30 umol des polymergebunden Trisaccharids werden in 1.5 ml trockenem Dichlormethan
gelost. Essigsaureanhydrid (1.5 ml) und Scandium-(111)-trifluormethansulfonat [Sc(OTf)s, 10
mg, 0.02 mmol] werden nacheinander hinzugeftgt. Nach 6 h Ruhren unter Argon wird die
Mischung in einem Eisbad auf 0°C gekihlt und tert-Butylmethylether (150 ml) zur
Ausfélung des Polymeradduktes zugegeben. Das Filtrat wird zur Trockene eingeengt. Der
Rickstand wird in 10 ml trockenem Methanol suspendiert und 100 mg Kationenaustauscher-
Harz (Dowex 50 WX 8 H*-Form) werden hinzugefiigt. Nach 6 h Rilhren bei Raumtemperatur
wird der lonenaustauscher abfiltriert. Das Filtrat wird eingeengt und durch Flash-
Chromatographie an Kieselgel (Ublicherweise Petrolether / Ethylacetat = 3 : 1) gereinigt. Man

erhalt das am anomeren Zentrum p-A cetoxymethylbenzyl-substituierte Oligosaccharid.
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Allyl-2-azido-2-desoxy-3-O-([3-D-gal actopyr anosyl)-B-D-galactopyr anosid (8)
2-Azido-2-desoxygalactosid (183 mg, 0.75 mmol) wird mit p-Np-BGal (678 mg, 2.25 mmol)
nach AAV 5 umgesetzt. Man erhdt Verbindung 8 in 24% Ausbeute (74 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”

8 Ci5H25N3011 (M 423.37) OoH ,OH OH ,OH

weilRer amorpher Feststoff Q N o
H (@] V\

[0] o =-1.9° ¢ (1.0, H,0) OH N

M ethyl-2-desoxy-3-O-(p-D-galactopyranosyl)-a-D-lyxo-hexopyranosid (12)
2-Desoxygalactosid 11a (151 mg, 0.85 mmol) wird mit p-Np-BGal (768 mg, 2.55 mmol) nach
AAV 5 umgesetzt. Man erhdlt Verbindung 12 in 21% Ausbeute (61 mg).

12 C13H24010 (M 340.32)

Ausbeute: 61 mg (21%) OH OH OH ,OH

wei 3er amorpher Feststoff & 0
HO O

[a] o™ +51° (¢ 0.7, H,0) OH

OMe
Ber.: 45.88, H: 7.11

Gef.: 45.53, H: 7.28

'H NMR (D;0) & 5.16(dd, J1 26 0.8 HZ, J1 2 = 3.8 Hz, 1 H, H-1), 452 (d, J1> =8.0 Hz, 1 H,
H-1Y), 4.20 (ddd, Js4 = 2.8 Hz, 1 H, H-3), 4.11 (bd, Js4 = 2.6 Hz, 1 H, H-4), 4.01 (ddd, Js 62 =
6.4 Hz, Jsgp = 6.6 Hz, Jsaep = 12.2 Hz, 1 H, H-5), 3.93 (bd, 1 H, H-4'), 3.82 - 3.66 (m, 5 H,
H-6a, H-6b, H-6a, H-6b', H-5), 3.62 (dd, J3.4 = 3.6 Hz, 1 H, H-3), 3.54 (s, 3 H, OCHz), 3.57
(dd, Jy» = 7.8 Hz, J» 3 = 9.6 Hz, 1 H, H-2), 2.03 —1.98 (m, 2 H, H-2ax, H-2eq).

3C NMR (D,0) 8 105.02 (C-1'), 98.69 (C-1), 76.07 (C-5'), 74.19 (C-3), 73.84 (C-3), 71.85
(C-2), 71.09 (C-5), 69.62 (C-4)), 67.72 (C-6), 66.39 (C-4), 62.11 (C-6'), 54.64 (OCH3), 31.53
(C-2).

M ethyl-2-desoxy-4-O-(p-D-galactopyranosyl)-a-D-lyxo-hexopyranosid (13)
2-Desoxygalactosid 11a (140 mg, 0.79 mmol) wird mit p-Np-BGal (722 mg, 2.4 mmol) nach
AAV 4 umgesetzt. Man erhdlt 13 in 36% Ausbeute (96 mg).
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13 C13H24019 (M 340.32) oH ,OH
weilRer amorpher Feststoff o
20 o HO o OH
[a] o™ +11.2° (c 0.6 H,0) OH o
Ber.: C: 45.88, H: 7.11 HO
Gef.: C: 45.67,H: 7.02 OMe

'H NMR (D20) & 5.11(dd, J12¢q = 0.9 Hz, J12sx = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 450 (d, J;1» = 7.8 Hz, 1
H, H-1Y, 4.16 (ddd, J;4 = 2.8 Hz, 1 H, H-3), 4.09 (bd, J45 = 1.0 Hz, 1 H, H-4), 3.88 (ddd, Js6a
= 6.4 Hz, Js 6, = 6.6 Hz, Jsaep = 12.2 Hz, 1 H, H-5), 3.81 (dd, J3 4 = 3.2 Hz, 1 H, H-4), 3.72
(m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.67 (m, 2 H, H-6a, H-6b"), 3.68 (m, 1 H, H-5), 3.57 (dd, J>3 =10.0
Hz, 1 H, H-3), 3.54 (s, 3 H, OCH3), 3.48 (dd, J> 3 = 10.0 Hz, 1 H, H-2), 2.00-1.96 (m, 2 H,
H-2ax, H-2eq).

3C NMR (D20) 8 104.32 (C-1), 98.74 (C-1), 75.84 (C-4), 75.21 (C-5), 73.23 (C-3), 71.56
(C-2), 71.21 (C-5), 68.94 (C-4'), 68.25 (C-3), 67.88 (C-6), 61.83 (C-6"), 54.79 (OCH3), 31.48
(C-2).

Allyl-2-azido-2-desoxy-3-O-(-D-gal actopyr anosyl)-a-D-galactopyranosid (14)
2-Azido-2-desoxygalactosid 6b (200 mg, 0.82 mmol) wird mit p-Np-BGal (740 mg, 2.46
mmol) nach AAV 5 umgesetzt. Man erhdt 14 in 21% Ausbeute (72 mg).

14 C1sHsN3O11 (M 423.37) OH OH OH OH
weil3er amorpher Feststoff HO%O R
[a] p®°= +18.7° (c 0.8, H,0) OH N3

O
'H NMR (D;0) 8595 (m, 1 H, OCH,-CH=CH,), 5.32-5.25 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,),
5.01(d, J1»=3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.49 (d, J;-» = 7.8 Hz, 1 H, H-1'), 4.10 (ddd, J45 = 1.0 Hz,
1H, H-5), 4.07 (dd, Js4=3.6, 1 H, H-4), 402 (m, 2 H, H-4, OCH,-CH=CH,), 3.99 (dd,
J23=10.4Hz, J34=2.5Hz, 1 H, H-3), 3.87-3.80 (m, 3 H, H-2, H-6a, H-6b, ), 3.77-3.71 (m, 2
H, H-6a, H-6b"), 3.66 (M, 1 H, H-5), 3.57 (dd, J» 3 = 10.0 Hz, J3 4 = 3.2 Hz, 1 H, H-3), 3.42
(dd, 1 H, H-2).
3C NMR (D,0) 8 133.15 (OCH,-CH=CH), 117.97 (OCH»-CH=CH,), 104.19 (C-1'), 96.51
(C-1), 78,52 (C-3), 75.11 (C-5), 72.56 (C-3), 72.02 (C-4), 70.65 (C-2'), 70.52 (C-5), 68.70
(C-4), 62.31 (C-6), 61.35 (C-2), 61.04 (C-6), 60.77 (OCH,-CH=CH,).
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Phenyl-2-azido-2-desoxy-3-O-(p-D-galactopyr anosyl)-1-thio-B-D-glucopyranosid (15)
2-Azido-2-desoxythiogalactosid 7 (244 mg, 0.82 mmol) wird mit p-Np-fGal (740 mg, 2.46
mmol) nach AAV 4 umgesetzt. Man erhdt Verbindung 15 in 19% Ausbeute (71 mg).

15 C1gH2sN3OsS (M 459.47)

weil3er amorpher Feststoff OH OH OH

0 0 0
Ber.. C47.05H5.48N 9.14 OH N3
Gef.: C46.87 H 5.46 N 9.07

'H NMR (D-0) & 7.58 (m, 2 H, Ph), 7.33 (m, 3H, Ph), 4.92 (d, J.» = 4.0 Hz, 1 H, H-1), 4.45
(d, Jv»=7.7 Hz, 1 H, H-1)), 3.90-3.88 (M, 2 H, H-6a, H-2), 3.91 (dd, Js+ = 3.8 Hz, 1 H,
H-4), 3.53 (dd, 1 H, H-4), 3.83 (dd, 1 H, H-3), 3.80 (dd, 1 H, H-6b), 3.76-3.74 (m, 2 H, H-64,
H-60), 3.69 (M, 1 H, H-5)), 3.61 (dd, J»3 = 9.8 Hz, Jg.» = 3.0 Hz, 1 H, H-3), 3.50 (dd, 1 H,
H-2), 3.49 (m, 1 H, H-5),

13C NMR (D-0) & 133.61-129.17 (Ph), 104.18 (C-1), 91.75 (C-1), 82.77 (C-3), 76.09 (C-5),
73.19 (C-3), 69.46 (C-4), 71.21 (C-2), 76.02 (C-5), 69.27 (C-4'), 61.92 (C-6), 55.41 (C-2),
61.29 (C-6).

Phenyl-2-azido-2-desoxy-4-O-(p-D-galactopyr anosyl)-1-thio-B-D-glucopyranosid (16)
2-Azido-2-desoxythiogalactosid 7 (244 mg, 0.82 mmol) wird mit p-Np-fGal (740 mg, 2.46

mmol) nach AAV 4 umgesetzt. Man erhdt Verbindung 16 in 24% Ausbeute (90 mg).

16 C1gH25N306S (M 459.47)

. OH OH
weil3er amorpher Feststoff & OH
20 0]
=6.7°¢c(0.6,H O
[o] 02 = 6.7° ¢ (0.6, H20) HO ~ Hmsph
Ber.: C47.05H 5.48N 9.14 N3

Gef.: C46.99 H 5.41 N 9.09

'H NMR (D;0) &7.58 (m, 2 H, Ph), 7.33 (m, 3H, Ph), 4.95 (d, J.» = 3.8 Hz, 1 H, H-1), 4.46
(d, Jy» =8.2 Hz, 1 H, H-1'), 3.97 (m, 1 H, H-6a), 3.93 (dd, Jy» = 4.0 Hz, Jy5 = 1.0 Hz, 1 H,
H-4'), 3.86 (m, 1 H, H-6b), 3.81 (dd, 1 H, H-2), 3.75 (dd, 1 H, H-3), 3.74 (dd, 1 H, H-4), 3.73-
3.71 (M, 2 H, H-6a, H-6b"), 3.65 (dd, J»5 = 9.8 Hz, Jy4 = 3.0 Hz, 1 H, H-3), 3.61 (m, 1 H,
H-5), 3.61 (M, 1 H, H-5)), 3.47 (dd, 1 H, H-2).



96 Experimenteller Tell

13C NMR (D,0) & 133.27-128.92 (Ph), 103.76 (C-1'), 103.51 (C-1), 73.05 (C-3), 76.22 (C-5),
73.35 (C-3), 79.11 (C-4), 71.69 (C-2), 75.31 (C-5), 69.31 (C-4), 61.85 (C-6), 55.97 (C-2),
60.79 (C-6).

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur e)-3-O-(3-
D-galactopyranosyl)-D-glucopyranose (17)

Nach AAV 11 werden Lactose (61) und der NeuSAc-Donor 19 fir 14 h mit Trypanosoma
cruzi Sialidase inkubiert. Man erhalt Verbindung 17 in 49% Ausbeute (13.9 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”™

HO OH
17 Cy3H3gNOqg (M 63355) COOHOH OH OH
Q
et I o P
HO
[0] p*°=31.4° (0.6, Hz0) RO o OH ™ o

Ber.. C43.60H6.20N 2.21
Gef.: C44.12H 581N 254

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-(2-6)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L -threonin (20)

Die Verbindungen 4a und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Sialidase
entsteht 20 in 16% Ausbeute (4.9 mg), bei Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
10% (3.1 mg).

20 CpsHaoN3O16-2 H,0 (M 613.57) (OOH
[a]2% +61° (c 0.2, H,0) Al o
wei3er amorpher Feststoff NH

Ber.: C42.51, H 6.67, N 6.47. ACO
Gef.: C 42.86, H 6.56, N 6.51. CHs 0'

'H NMR (D-0) & 4.91 (dd, J,,=38 Hz, 1 H, H-1), 4.37 (dq, Jucr, por = 2.4 Hz, 1 H,
ThrBCH), 4.16 (dd, J,5= 11.1 Hz, 1 H, H-2), 4.12 (dd, Jsaep = 10.4 Hz, 1 H, H-6a), 4.02 (dd,
Jas=0.8Hz, J34 = 2.7 Hz, 1 H, H-4), 3.99 (m, 1 H, H-5), 3.90-3.86 (M, 3 H, ThraCH, H-8,
H-9a), 3.83 (dd, Js ¢ = 10.2 Hz, 1 H, H-5), 3.70 (dd, Js.7 = 1.4 Hz, 1 H, H-6'), 3.66 - 3.62 (m,
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3H, H-9b, H-4, H-6b), 358 (dd, Jrg = 8.9 Hz, 1 H, H-7), 2.71 (dd, J3eq3ax = 12.0 Hz,
Jaeqa =4.6 Hz, 1H, H-3'eq), 2.06, 2.03 (25, 6 H, COCH3), 1.69 (t, Jsacs = 12.2 Hz, 1 H,
H-3'ax), 1.35 (d, Jschycs = 6.4 Hz, 3 H, ThryCHs).

3C NMR (D,0) & 175.77 (COCH3), 174.91 (COCH3), 174.26 (C-1'), 173.84 (ThrCO),
101.03 (C-2), 99.58 (C-1), 76.03 (ThrBCH), 73.23 (C-6"), 72.60 (C-8), 71.92 (C-5), 69.17
(C-7'), 69.04 (C-4'), 68.94 (C-4), 68.49 (C-3), 64.54 (C-6), 63.48 (C-9'), 59.89 (ThraCH),
52.67 (C-5'), 50.33 (C-2), 40.87 (C-3), 22.87 (COCH?3), 22.74 (COCH3), 19.01 (ThryCH).

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur €)-(2-3)-O-
(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L -threonin (21)

Die Verbindungen 4a und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 21 in 15% Ausbeute (4.6 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 10% (3.1 mg).

21 Cy3H39N3046 (M 613.57) coonon OH

[a]?% +69° (c 0.4, H,0). \_w\

wei3er amorpher Feststoff %

Ber.: C45.02, H 6.41, N 6.85. AcO

Gef.. C 44.38, H 6.58, N 6.69. CHs O'

'H NMR (D;0) 54.94 (d, J1» = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.42 (dq, Jucrpcr = 2.6 Hz, 1 H, ThrBCH),
4.27 (dd, Jo3 = 11.2 Hz, H-2), 4.17 (dd, J45 = 0.8 Hz, H-4), 407 (m, 1H, H-5), 4.02 (dd,
Js4= 2.9 Hz, 1 H, H-3), 3.90 — 3.87 (m, 3 H, H-8', H-9a, ThraCH), 3.86 (dd, Js ¢ = 10.0 Hz,
H-5), 3.72 (dd, Jy5 = 9.6 Hz, H-4'), 3.69 - 3.65 (m, 4 H, H-6a, H-6b, H-6', H-9b'), 3.59 (dd,
Jrg = 9.4 Hz, H-7), 2.77 (dd, Jseg.4 = 4.5 HZ, Jzax 3eg = 12.2 Hz, 1 H, H-3eq), 2.05, 2.02, (2s,
6H, COCH3), 1.79 (t, Jaacs =11.2 Hz, 1 H, H-3ax’), 1.38 (d, 3 H, JschycHz= 6.6 Hz,
ThryCH3).

3C NMR (D,0) & 175.72 (COCH3), 175.59 (COCH3), 174.66 (C-1'), 173.77 (ThrCO),
100.43 (C-2), 99.47 (C-1), 78.02 (C-3), 76.37 (ThrBCH), 73.53 (C-6), 72.63 (C-8), 71.56
(C-5), 69.37 (C-4), 69.17 (C-4), 68.83 (C-7), 63.24 (C-9), 62.12 (C-6), 59.69 (ThraCH),
52.44 (C-5'), 49.34 (C-2), 40.55 (C-3), 23.17 (COCHs3), 22.77 (COCH3'), 19.52 (ThryCHs).
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O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur €)-(2-6)-O-

(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L -serin (22)

Die Verbindungen 4b und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 22 in 13% Ausbeute (3.9 mg), bei Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
9% (2.7 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.™

OH
22 C22H37N3016 (M 59954) HO COOH
weiRer amorpher Feststoff Ho' ot
AcHN (@)
Ber.: C 44.07, H 6.2, N 7.00. Ho Ho%
Gef.: C 44.68, H 6.54, N 6.55. NH| - NHS"

AcO_ 0
T
O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur €)-(2-3)-O-

(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L -serin (23)

Die Verbindungen 4b und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 23 in 12% Ausbeute (4.2 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 5% (Bestimmung per HPLC, keine Isolierung).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten. ™

OH
23 CyoH37N3016 (M 599.54) HQ COOHOH OH
weil3er amorpher Feststoff HO' o&
AcH
HO NH

Ber.: C 44.07, H 6.22, N 7.00. NH*
O H
Gef.: C 44.35, H 6.39, N 7.05. Ac VYO
L

M ethyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur e)-
(2-6)-2-desoxy-a-D-lyxo-hexopyranosid (24)

Die Verbindungen 1la und 18 werden 24 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h
(Clostridium perfringens Sialidase) geméal3 AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Vibrio cholerae
Sialidase entsteht 24 in 26% Ausbeute (6.1 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens
Sialidase in 15% (3.5 mg).
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24 C1gH31NOq3 (M 46944) HO OH

COOH
[a] ZOD +124° (C 08, HZO) o OH
HO O—
weiRer amorpher Feststoff AcHN &

HO HO
Ber.: C 46.05, H 6.66, N 2.98.
Gef.: C45.41,H 6.89, N 2.91.

OMe

'H NMR (D;0) & 5.08 (dd, J.26q = 0.8 Hz, J120 = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.09 (d, Js4 = 3.6 Hz,
1H, H-3), 4.01 — 3.97 (m, 2 H, H-5, H-64), 3.94 (bd, Js5 = 1.0 Hz, 1 H, H-4), 3.89 — 3.86 (m,
2 H, H-8, H-94), 3.82 (dd, Js & = 10.2 Hz, 1 H, H-5), 3.72 (dd, Js 7 = 1.6 Hz, 1 H, H-6), 3.65
(dd, 1 H, H-9b), 3.65 — 3.61 (M, 2 H, H-6b, H-4), 3.57 (dd, 1 H, H-7"), 3.53 (s, 3 H, OCHs),
2.71 (dd, Jseq s = 4.8 HZ, Jseqzac = 12.3 Hz, 1 H, H-3eq), 1.96 - 1.92 (M, Joaxs = 12.4 Hz,
Joega = 5.8 HZ, Joax2eq = 13.0 Hz, 2 H, H-2ax, H-2eq)), 1.74 (t, Jsaxs = 12.0 Hz, 1 H, H-3aX).
13C NMR (D,0) & 175.81 (COCH3), 174.29 (C-1'), 100.68 (C-2)), 98.76 (C-1), 73.44 (C-6),
72,54 (C-8), 71.28 (C-5), 70.45 (C-6), 69.23 (C-4), 69.20 (C-7"), 67.99 (C-3), 65.11 (C-4),
63.51 (C-9), 54.76 (OCH3), 52.71 (C-5)), 40.91 (C-3), 31.72 (C-2), 22.91 (COCH3).

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-2-desoxy-a-D-lyxo-hexopyranosid (25)

Die Verbindungen 11a und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 16 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 25 in 22% Ausbeute (5.2 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 14% (3.3 mg).

25 C15H3:NOys (M 469.44)

HO OH
[a]?°p +108° (c 1, H,0). COOHOH JOH
wei Rer amorpher Feststoff HO' o&
AcH
Ber.. C46.05, H 6.66, N 2.98. HO

OMe
Gef.: C45.74, H 6.83, N 2.82.

'H NMR (D;0) 8 5.13 (dd, Jy.26q = 0.8 HZ, Jy.20 = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.13 (ddd, Js4 = 3.2 Hz,
1 H, H-3), 4.07 (d, 1 H, H-4), 3.88 - 3.85 (m, 3 H, H-5, H-8, H-94), 3.68 (dd, Jr 5 = 9.8 Hz,
1 H, H-4'), 3.65 (dd, Js+ = 1.8 Hz, H-6)), 3.64 (dd, H-9b"), 3.60 (dd, J; g = 9.2 Hz, H-7),
3.70- 367 (m, 2 H, H-6a H-6b), 354 (s, 3 H, OCHs), 2.76 (dd, Jseqs = 4.8 Hz,
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Jaeq 3 = 12.4 Hz, 1 H, H-3eq), 2.00 - 1.96 (M, Joax 3 = 12.2, Joeqs = 5.6 HZ, Joax 260q = 13.0 Hz,
2 H, H-2ax, H-2eq), 1.79 (t, Jaax 4 = 11.8 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (D,0) 8 175.83 (COCH3), 174.71 (C-1'), 100.28 (C-2'), 98.77 (C-1), 74.68 (C-3),
73.58 (C-6)), 72.59 (C-8), 71.12 (C-5), 69.21 (C-4), 68.96 (C-7'), 67.81 (C-6), 65.16 (C-4),
63.41 (C-9), 54.72 (OCH3), 52.53 (C-5'), 40.48 (C-3), 31.68 (C-2), 22.86 (COCHj3).

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-6)-2-desoxy--D-lyxo-hexopyranosid (26)

Die Verbindungen 11b und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Siaidase) bzw. 36 h
(Clostridium perfringens Sialidase) gemal3 AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Vibrio cholerae
Sialidase entsteht 26 in 21% Ausbeute (4.9 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens
Sialidase in 14% (3.4 mg).

26 C15H31NO13-1 H,O(M 469.44)
[a]?° —28° (¢ 0.7, H20). COOH
weil3er amorpher Feststoff \_w
HO O—
Ber.: C 44.34, H 6.83, N 2.87. ACHN &
Gef.: C44.97, H 6.75, N 2.93.

'H NMR (D;0) & 4.54 (dd, Ji2eq=2.4 HZ, J120=9.8 Hz, 1 H, H-1), 4.01 (dd, Jeaep =
11.8 Hz, 1 H, H-6a), 3.95 - 3.86 (m, 4 H, H-8, H-9a, H-5', H-4), 3.84 (ddd, Js4 = 3.2 Hz, 1 H,
H-3), 3.76 (ddd, Jsea = 8.0 Hz, Js6» = 4.8 Hz, H-5), 3.70 (dd, Jg.7 = 1.7 Hz, 1 H, H-6'), 3.64
(dd, 1 H, H-9b), 3.61 (dd, J45 = 9.2 Hz, 1 H, H-4'), 3.56 (dd, J» g = 8.6 Hz, 1 H, H-7"), 3.54
(s, 3 H, OCH3), 3.52 (dd, 1 H, H-6b), 2.72 (dd, Jseg4 = 4.6 Hz, Jaax3eq = 12.4 Hz, 1 H,
H-3eq), 2.04 (ddd, Joeqs = 5.2 Hz, Joeq2ax = 12.0 Hz, 1 H, H-2eq), 1.74 (t, Jzax 4= 12.2 Hz, 1
H, H-3ax’), 1.68 (dt, Joxs = 11.8 Hz, 1 H, H-2ax).

3C NMR (D,0) & 175.80 (COCH3), 174.34 (C-1'), 101.63 (C-1), 100.92 (C-2'), 75.67 (C-5),
72.62 (C-8), 72.58 (C-6), 69.13 (C-7'), 69.12 (C-4'), 68.48 (C-6), 68.19 (C-3), 67.21 (C-4),
63.48 (C-9)), 56.88 (OCH3), 52.66 (C-5'), 40.84 (C-3), 33.69 (C-2), 22.88 (COCHj3).

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-3)-2-desoxy-B-D-lyxo-hexopyranosid (27)

Die Verbindungen 11b und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 16 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
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typhimurium Sialidase entsteht 27 in 20% Ausbeute (4.7 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 14% (3.3 mg).

27 C15H3:NOys (M 469.44)

[a]®p -19° (¢ 1, H;0). Ho P COoHOH OH
weiRer amorpher Feststoff MO &om
Ber.: C 46.05, H 6.66, N 2.98. HO

Gef.: C45.67,H 6.77, N 2.92.

'H NMR (D20) & 4.56 (dd, J 2¢q = 2.4 Hz, J1 22x = 10.0 Hz, 1 H, H-1), 4.09 (dd, J34 = 3.6 Hz,
1 H, H-3), 3.93 (bd, Js5 = 1.0 Hz, 1 H, H-4), 3.89 - 3.86 (m, 2 H, H-8, H-9), 3.83 (dd,
Js¢=10.4 Hz, 1 H, H-5), 3.80 — 3.76 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.71 (ddd, Js¢; = 8.0 Hz,
Jseb = 4.6 Hz, H-5), 3.69 (dd, Js5 = 9.6 Hz, 1 H, H-4"), 3.67 (dd, Js 7 = 1.9 Hz, 1 H, H-6),
3.65 (dd, Jg oy = 6.7 Hz, Joa on = -12.2 Hz, 1 H, H-9b"), 3.60 (dd, J7.¢ = 9.0 Hz, H-7"), 3.54 (s,
3 H, OCH3), 2.76 (dd, Jaeqa =4.6 Hz, Jsaxsey =125 Hz, 1 H, H-3eq), 2.00 (ddd,
Joeq3 = 5.3 HZ, Joeq2ex = 12.4 Hz, 1 H, H-2¢q), 1.80 (t, Jzax 4 = 11.6 Hz, 1 H, H-3ax’), 1.68 (dt,
Joax3 = 12.0 Hz , 1 H, H-2ax).

3C NMR (D,0) & 175.81 (COCH3), 174.78 (C-1'), 101.57 (C-1), 100.32 (C-2'), 75.69 (C-5),
75.21 (C-3), 73.54 (C-6), 72.57 (C-8), 69.12 (C-4), 68.87 (C-7'), 67.34 (C-4), 63.47 (C-9),
61.78 (C-6), 56.85 (OCHs), 52.50 (C-5'), 40.44 (C-3), 33.72 (C-2), 22.83 (COCH3).

Allyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur €)-
(2-6)-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosid (28)

Die Verbindungen 6b und 18 werden 72 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 108 h
(Clostridium perfringens Sialidase) gemal3 AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Vibrio cholerae
Sialidase entsteht 28 in 8% Ausbeute (2.1 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens
Sialidase konnte kein Umsatz festgestellt werden.

2 HaN M 536.4 Ho ~ OH
8 szct)) 32N4013 (M 536.49) COOH
=13.2° (c 0.8, H,O
[a]b (c 20) o 5.OH ]
weiBer amorpher Feststoff ACHN—L= %
HO
Ber.: C44.78, H 6.01, N 10.44 N3

@)
Gef.: C44.87,H 5.95, N 10.38 >N
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'H NMR (D;0) & 5.97 (m, 1 H, OCH,-CH=CH,), 5.31-5.26 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,),
4.93(d, J1»=3.8 Hz, 1 H, H-1), 4.06 (dd, Jsagp = 10.2 Hz, 1 H, H-6a), 4.03 (dd, 1 H, OCH,-
CH=CH,), 3.99 (dd, J,3=10.6 Hz, 1 H, H-2), 3.97 (dd, Js5= 1.0 Hz, Js4 = 3.2 Hz, 1 H,
H-4), 3.89 — 3.86 (M, 3 H, H-8, H-9a, H-2), 3.81 (dd, Js¢ = 9.9 Hz, 1 H, H-5), 3.74 (m, 2 H,
H-5, H-6), 3.72 (m, 1 H, H-6b) 3.67 - 3.64 (M, 3 H, H-90, H-4', H-3), 3.62 (dd, 1 H, H-7),
2.72 (dd, Jyeqzax = 12.2 Hz, Jyeqs = 4.8 Hz, 1H, H-3'eq), 2.04 (s, 3 H, COCH3), 1.69 (t,
Jsaxa = 12.0 Hz, 1 H, H-3'ax),

13C NMR (D;0) & 175.79 (COCH3), 174.37 (C-1'), 132.98 (OCH,-CH=CH,), 117.85 (OCH,-
CH=CH,), 100.74 (C-2)), 96.47 (C-1), 78.49 (C-3), 74.95 (C-5), 73.48 (C-6), 72.62 (C-8),
71.86 (C-4), 69.17 (C-7'), 69.03 (C-4), 64.69 (C-6), 63.47 (C-9"), 61.44 (C-2), 60.80 (OCH,-
CH=CH,), 52.53 (C-5), 40.65 (C-3)), 22.74 (COCHy),

Allyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosid (29)

Die Verbindungen 6b und 18 werden 36 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 80 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 29 in 12% Ausbeute (4.7 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase konnte kein Umsatz beobachtet werden.

29 CyoH3oN4013 (M 536.49)
HO OH

[a] p°= 22.9° (¢ 0.8, H,0) COOHOH OH
weiRer amorpher Feststoff HO' o&
AcHN
Ber.: C 44.78, H 6.01, N 10.44 HO Ns |
N
Gef.: C44.75 H 5.93 N 10.37 e

'H NMR (D;0) & 5.97 (m, 1 H, OCH,-CH=CH,), 5.34-5.27 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,),
4.95(d, J.»=3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.03 (dd, 1 H, H-4, OCH,-CH=CH,), 3.94-3.91 (m, 2 H,
H-4, H-3), 3.89 — 3.86 (M, 3 H, H-8', H-9a, H-2), 3.84 (dd, Js.¢ = 9.9 Hz, 1 H, H-5)), 3.69 (m,
1 H, H-5), 3.77-3.72 (m, 2 H, H-6b, H-6b) 3.68 - 3.63 (M, 3 H, H-9b', H-4', H-6"), 3.61 (dd, 1
H, H-7'), 2.76 (dd, Jseqza = 12.2 HZ, Jzeqa = 4.8 Hz, 1 H, H-3eq), 2.03 (s, 3 H, COCHj),
1.79 (t, Jgaca = 12.1 Hz, 1 H, H-3'ax),

13C NMR (D-0) & 175.81 (COCHg), 174.61 (C-1), 133.05 (OCH,-CH=CHj), 117.91 (OCH,-
CH=CH,), 100.63 (C-2), 96.55 (C-1), 79.36 (C-3), 75.04 (C-5), 73.67 (C-6)), 72.61 (C-8),
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69.72 (C-4), 69.23 (C-4), 68.93 (C-7'), 63.39 (C-9), 61.50 (C-2), 60.99 (C-6), 61.28 (OCH,-
CH=CHy), 52.51 (C-5), 40.59 (C-3), 22.85 (COCHs3).

Allyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-6)-2-azido-2-desoxy-3-D-galactopyranosid (30)

Die Verbindungen 6a und 18 werden 72 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 108 h
(Clostridium perfringens Sialidase) geméal3 AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Vibrio cholerae
Sialidase entsteht 30 in 10% Ausbeute (2.7 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens
Sialidase konnte kein Umsatz festgestellt werden.

30 C0H3N4O15 (M 536.49)

[a] o= -5.4° (c 0.6, H,0) COOH
weiRer amorpher Feststoff \_’w\o_
Ber.: C44.78, H 6.01, N 10.44 &/
Gef.: C44.57, H 5.92, N 10.53

'H NMR (D;0) & 5.99 (m, 1 H, OCH,-CH=CH,), 5.33-5.26 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,),
452 (d, J1» = 7.8 Hz, 1 H, H-1), 4.02 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,, H-6a), 3.89 (dd, J; ,= 3.6 Hz,
1 H, H-4), 3.87 —3.85 (m, 2 H, H-8, H-9a), 3.81 (dd, Js ¢ = 10.2 Hz, 1 H, H-5), 3.74-3.72
(m, 2 H, H-6', H-6b), 3.66 - 3.63 (M, 4 H, H-9b', H-4', H-5, H-3), 3.57-3.55 (m, 1 H, H-2,
H-7", 2.69 (dd, Jseqzax = 11.8 HZ, J3eq4 = 4.5 Hz, 1 H, H-3'eq), 2.03 (s, 3 H, COCH3), 1.72 (t,
Jzaxa = 12.4 Hz, 1 H, H-3'ax).

3C NMR (D,0) 8 175.69 (COCH3), 174.25 (C-1'), 133.25 (OCH,-CH=CH), 118.75 (OCH.-
CH=CH,), 100.92 (C-2), 100.45 (C-1), 74.41 (C-5), 73.42 (C-6)), 73.21 (C-3), 72.58 (C-8),
71.13 (OCH,-CH=CHy,), 70.23 (C-4), 69.35 (C-7'), 68.53 (C-4'), 64.21 (C-6), 63.52 (C-9),
62.54 (C-2), 52.69 (C-5'), 40.94 (C-3), 22.90 (COCHy).

Allyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-2-azido-2-desoxy-3-D-galactopyranosid (31)

Die Verbindungen 6a und 18 werden 36 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 94 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 31 in 12% Ausbeute (3.2 mg), bei Einsatz von Newcastle

Disease Virus Sialidase konnte kein Umsatz beobachtet werden.
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31 CyoH35N4O13 (M 536.49)
20_ _ ° HO OH
[a]b 18.6° (c 1.0, H,0) COOHOH OH
weil3er amorpher Feststoff 0
HO' o o O~
Ber.: C 44.78, H 6.01, N 10.44 AcHN - N N
3
Gef.: C44.71,H 5.96, N 10.37

'H NMR (D20) 8 5.98 (m, 1 H, OCH»-CH=CH,), 5.35-5.27 (m, 2 H, OCHx-CH=CH,),
4.46 (d, 12 =82 Hz, 1 H, H-1), 418 (dd, J,5 = 10.2 Hz, Js4 = 3.0 Hz, 1 H, H-3), 4.01 (dd, 1
H, H-4', OCH,-CH=CH,), 3.97 (dd, 1 H, H-4), 3.90 — 3.87 (m, 2 H, H-8, H-94), 3.85 (dd, 1
H, H-5'), 3.78-3.74 (m, 2 H, H-6b, H-6b), 3.69 - 3.63 (m, 4 H, H-9b', H-4', H-6', H-5), 3.60
(dd, 1 H, H-7), 3.49 (dd, J,3=10.2 Hz, 1 H, H-2), 2.77 (dd, J3eqzax = 12.1 Hz, J3eq4 = 4.8
Hz, 1 H, H-3'eq), 2.02 (s, 3H, COCHs), 1.81 (t, Jgas = 12.0 Hz, 1 H, H-3'ax).

3C NMR (D,0) 5 175.85 (COCH3), 174.68 (C-1'), 133.29 (OCH,-CH=CH), 118.79 (OCH.-
CH=CH,), 100.84 (C-2'), 100.74 (C-1), 80.15 (C-3), 74.98 (C-5), 73.71 (C-6'), 72.59 (C-8),
70.54 (OCH,-CH=CHy), 69.23 (C-4'), 68.20 (C-4), 69.02 (C-7'), 63.45 (C-9), 62.68 (C-2),
60.91 (C-6), 52.60 (C-5'), 40.52 (C-3), 22.81 (COCHy).

Phenyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-6)-1-thio-B-D-galactopyranosid (32)

Die Verbindungen 7a und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 32 in 16% Ausbeute (4.5 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
12% (3.4 mg).

32 Ca3H33N O3S (M 563.58) HO OH

COOH
[G] D20 =7.1° (C 04, HZO) OH
weil3er amorpher Feststoff AcHN O_% )
SP

HO HO
Ber.: C49.02, H 5.90, N 2.45
Gef.: C48.69, H 5.77, N 2.57

OH

'H NMR (D;0) & 7.58-7.34 (m, 5 H, Ph), 4.84 (d, J1,= 8.0 Hz, 1 H, H-1), 3.97 (dd, Jsaga =
7.8 Hz, Jgago = 10.1 Hz, 1 H, H-68), 3.92 (dd, Js.4 = 3.5 Hz, Js5 = 1.2 Hz, 1 H, H-4), 3.87 (dd,
3 H, H-8), 3.85 (dd, 1 H, H-9a), 3.81 (m, 1 H, H-5), 3.79 (dd, 1 H, H-5), 3.71 (dd, Js ¢ =
10.0 Hz, 1 H, H-6)), 3.68 (dd, 1 H, H-3), 3.65 (m, 1 H, H-4), 3.63 (dd, 1 H, H-9b), 3.55 (m, 1
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H, H-6b), 3.53 (dd, J23 = 9.8 Hz, 1 H, H-2), 2.68 (dd, Jses = 4.7 Hz, 1 H, H-3eq), 2.03 (s, 3
H, NHCOCH3), 1.71 (t, Jaax.4 = 11.8 HZ, Jzax 3eq = 12.1 Hz, 1 H, H-3ax)).

3C NMR (D;0) & 175.79 (COCHs), 174.40 (C-1), 133.48-129.02 (Ph), 104.53 (C-1),
101.01 (C-2'), 74.63 (C-5), 73.39 (C-6), 73.32 (C-3), 72.53 (C-8), 71.38 (C-2), 69.29 (C-7),
69.23 (C-4), 68.92 (C-4), 64.20 (C-6), 63.47 (C-9), 52.70 (C-5), 40.92 (C-3), 22.90
(COCH3).

Phenyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-1-thio-B-D-galactopyranosid (33)

Die Verbindungen 7a und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 16 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemdald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 33 in 14% Ausbeute (3.9 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase ebenfallsin 14% (3.9 mg).

33 Ca3H33NO13S (M 563.58)

[0] 52 = -13.5° (¢ 0.4, H;0) HO ~ OH coonoH OH

weiRer amorpher Feststoff :MO%S%
Ber.: C49.02, H 5.90, N 2.45 o oH

Gef.: C49.14, H 5.86, N 2.42

'H NMR (D20) 8 7.60 - 7.35 (m, 5 H, Ph), 4.85 (d, J12= 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.11 (dd, Js4 = 3.2
Hz, 1 H, H-3), 3.97 (dd, J45 = 0.8 Hz, 1 H, H-4), 3.86-3.84 (m, 3 H, H-8, H-9a, H-5), 3.73-
3.71 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.69-3.62 (m, 4 H, H-5, H-4', H-6', H-9b"), 3.59 (dd, 1 H, H-7"),
3.53 (dd, J23 = 10.0 Hz, 1 H, H-2), 2.75 (dd, Jseqq.a = 4.8 HZ, Jaax3eq = 12.0 Hz, 1 H, H-3eq),
2.03 (s, 3H, NHCOCHS3), 1.78 (t, Jsax.a = 12.0 Hz, 1 H, H-3ax)).

3C NMR (D,0) 8 175.87 (COCH3), 174.53 (C-1'), 133.29-128.55 (Ph), 100.47 (C-2), 88.21
(C-1), 79.64 (C-5), 77.94 (C-3), 73.61 (C-6)), 72.59 (C-8), 69.11 (C-4'), 68.83 (C-7'), 68.55
(C-4), 68.31 (C-2), 63.27 (C-9), 61.92 (C-6), 52.51 (C-5), 40.52 (C-3)), 22.85 (COCH3).

Phenyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-6)-1-thio-2-azido-2-desoxy-B-D-glucopyranosid (34)

Die Verbindungen 7 und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
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entsteht 34 in 12% Ausbeute (3.5 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
10% (2.9 mg).

34 Cz3H32N4OlZS (M 588-59) HO

OH
[0] o™= -2.7° (¢ 0.3, H,0) | COOH
. o
wei Rer amorpher Feststoff A C';"O HOo o
HO HO SPh
N

Ber.: C46.94, H 5.48, N 9.53
Gef.: C47.03,H 5.42, N 9.52

3

'H NMR (D,0) & 7.60-7.37 (m, 5 H, Ph), 4.82 (d, J;» = 8.0 Hz, 1 H, H-1), 3.95 (m, 1 H, H-
6a), 3.89 (dd, Js4= 4.0 Hz, 1 H, H-4), 3.88 —3.86 (M, 2 H, H-8, H-9a), 3.79 (dd, Js¢ = 9.8
Hz, 1 H, H-5), 3.77-3.73 (m, 2 H, H-6, H-6h), 3.69 - 3.61 (m, 4 H, H-9b', H-4, H-5, H-3),
3.56-3.53 (M, 1 H, H-2, H-7"), 2.68 (dd, Jyeqzax = 11.9 HZ, Jgeqs = 4.8 Hz, 1 H, H-3'eq), 2.03
(s, 3H, COCHg), 1.73 (t, Jsaxa = 12.2 Hz, 1 H, H-3'ax).

13C NMR (D,0) & 175.74 (COCH3), 174.19 (C-1'), 133.17-128.74 (Ph), 100.88 (C-2), 89.32
(C-1), 74.36 (C-5), 73.50 (C-6), 73.18 (C-3), 72.63 (C-8), 70.14 (C-4), 69.41 (C-7), 68.37
(C-4'), 64.30 (C-6), 63.55 (C-9), 62.56 (C-2), 52.74 (C-5'), 40.89 (C-3), 22.88 (COCH,).

Phenyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-1-thio-2-azido-2-desoxy-B-D-galactopyranosid (35)

Die Verbindungen 7 und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 16 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemdald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 35 in 12% Ausbeute (3.5 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 9% (2.6 mg).

35 Ca3H32N4012S (M 588.59)

[0] p*°= -18° (¢ 0.6, H20) Ho COOH on
weiRer amorpher Feststoff M\H%ﬁ/s%
Ber.: C 46.94, H 5.48, N 9.53 AR Ns
Gef.: C46.92,H5.41, N 9.57

'H NMR (D;0) & 7.59-7.35 (m, 5 H, Ph), 4.82 (d, J1» = 8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.14 (dd, J,5 = 9.8
Hz, J34 = 3.2 Hz, 1 H, H-3), 4.03 (dd, 1 H, H-4), 3.87-3.83 (m, 3 H, H-5, H-8, H-9a), 3.79-
3.75 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.70-3.63 (m, 4 H, H-9, H-4', H-6', H-5), 3.59 (dd, 1 H, H-7",
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3.47 (dd, J23=10.0 Hz, 1 H, H-2), 2.76 (dd, Jzeqzax = 11.8 HZ, Jzeqa = 4.7 Hz, 1 H, H-3eq),
2.03 (s, 3H, COCHy3), 1.78 (t, Jzaxs = 11.9 Hz, 1 H, H-3'ax).

3C NMR (D,0) 8 175.81 (COCH3), 174.79 (C-1'), 133.35-128.99 (Ph), 100.98 (C-2'), 89.31
(C-1), 80.07 (C-3), 75.11 (C-5), 73.65 (C-6), 72.50 (C-8), 69.17 (C-4'), 69.05 (C-7'), 68.17
(C-4), 63.55 (C-9), 62.53 (C-2), 61.02 (C-6), 52.49 (C-5'), 40.48 (C-3'), 22.76 (COCH3).

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-6)-a-D-galactopyranosid (36)

Die Verbindungen 10a und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 24 h
(Clostridium perfringens Sialidase) gemal3 AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Vibrio cholerae
Sialidase entsteht 36 in 18% Ausbeute (4.4 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens
Sialidase in 10% (2.4 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”
Ho™ o-
AcH %

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-3)-a-D-galactopyranosid (37)

Die Verbindungen 10a und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 37 in 16% Ausbeute (3.9 mg) und bel Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 17% (4.1 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”

HO OH
COOHOH OH

HO OH
OMe
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M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-6)-B-D-galactopyranosid (38)

Die Verbindungen 10b und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Siaidase) bzw. 24 h
(Clostridium perfringens Sialidase) gemal3 AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Vibrio cholerae
Sialidase entsteht 38 in 16% Ausbeute (3.9 mg), bei Einsatz von Clostridium perfringens
Sialidase in 10% (2.4 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-3)-B-D-galactopyranosid (39)

Die Verbindungen 10b und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sidlidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 39 in 15% Ausbeute (3.6 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 18% (4.5 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”

HO,

OH
COOHOH OH
0
HO' O
AcHN o&/om
HO OH

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur €)-(2-6)-O-
(B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L -
threonin (40)

Die Verbindungen 5a und 18 werden 26 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 48 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Sialidase
entsteht 40 in 12% Ausbeute (4.7 mg), bei Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
4% (Bestimmung per HPLC, keine Isolierung).
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40 CogH49N30,1-2 H,0O (M 775.71) y
[a] 2 +7° (c 0.6, H,0).

weil3er amorpher Feststoff

Ber.. C42.89,H 6.58, N 5.18

Gef.: C43.13, H 6.46, N 5.32.

CH; O

'H NMR (D,0) 54.91 (d, J1» = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.46 (d, Jy» = 7.6 Hz, 1 H, H-1'), 4.41 (dq,
Jucrpen = 2.6 Hz, 1 H, ThrBCH), 4.27 (dd, Jo3 = 11.2 Hz, 1 H, H-2), 4.21 (dd, J;5 = 0.8 Hz, 1
H, H-4), 4.07 (dd, J34 = 2.8 Hz, 1 H, H-3), 4.05 (m, 1 H, H-5), 3.98 (dd, Jsa6t = 10.2 Hz, 1 H,
H-6a), 3.93- 3.83 (m, 4 H, H-4, H-8", H-9a", ThraCH), 3.82 - 3.80 (m, 2 H, H-5, H-5"),
3.70 (dd, Je 7 = 1.7 Hz, 1 H, H-6"), 3.69 - 3.61 (m, 5 H, H-3, H-4", H-9b", H-63a, H-6b), 3.56
(dd, J7g = 8.4 Hz, 1 H, H-7"), 3.54 (dd, J»3 = 9.8 Hz, 1 H, H-2)), 3.52 (dd, 1 H, H-6b"), 3.50
(dd, J3=9.8 Hz, 1 H, H-2), 2.72 (dd, Jseq 4 = 4.6 Hz, Jaazeq = 12.2 Hz, 1 H, H-3eq"),
2,02, 2.01 (2s, 6 H, COCH3), 1.67 (t, Jaaca» = 120 Hz, 1 H, H-3ax"), 1.35 (d, JschycH =
6.6 Hz, 3 H, ThryCH).

3C NMR (D,0) & 175.82 (COCHj3"), 175.00 (COCH5), 174.31 (C-1"), 173.64 (ThrCO),
105.87 (C-1'), 100.79 (C-2"), 99.62 (C-1), 78.02 (C-3), 76.01 (ThrBCH), 75.62 (C-3, C-5),
73.40 (C-6"), 72.54 (C-8"), 71.92 (C-2), 71.62 (C-5), 69.82 (C-4'), 69.49 (C-4), 69.22 (C-7"),
69.13 (C-4"), 64.53 (C-6)), 63.53 (C-9"), 61.74 (C-6), 59.67 (ThraCH), 52.74 (C-5"), 48.93
(C-2), 40.79 (C-3"), 23.24 (COCHs3), 22.88 (COCH3"), 19.32 (ThryCHy).

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-(2-3)-O-
(B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L -
threonin (41).

Die Verbindungen 5a und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 41 in 11% Ausbeute (4.3 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 10% (3.9 mg).

Nach AAV 11 werden Verbindung 5a und 19 mit Trypanosoma cruzi Sialidase inkubiert. Es
bildet sich 41 in 22% (7.7 mg)

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”"
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OH
HQ COOH OH ,OH oH ,OH
& o O
HO ¢ o o
AcH NH NH3+
HO OH
AcO _A~_ _O

O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-(2-6)-O-
(B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L-serin
(44)

Die Verbindungen 5b und 18 werden 26 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 48 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entstent 44 in 10% Ausbeute (3.8 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase

konnte kein Umsatz beobachtet werden.

44 CpgHs7N3Oy1 (M 761.68) |
[a] o= 83° (c 0.5, H,0)

weil3er amorpher Feststoff

Ber.: C44.15, H 6.22, N 5.52
Gef.: C 44.08, H 6.13, N 5.51

'H NMR (D;0) 3 4.91 (d, J.» = 4.0 Hz, 1 H, H-1), 4.49 (d, Jy » = 7.7 Hz, 1 H, H-1), 4.15 (1,
Jucrper = 2.9 Hz, Jycupen = 10.8 Hz, 1 H, SeraCH), 4.25 (dd, Jo3=10.9 Hz, 1 H, H-2),
4.07-4.04 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.99-3.96 (M, 2 H, H-6a, SerBCH), 3.94 - 3.85 (m, 4 H, H-4',
H-8", H-9a", SerR'CH), 3.83 - 3.79 (m, 2 H, H-5, H-5"), 3.76 — 3.61 (M, 6 H, H-6", H-3,
H-4", H-9b", H-63, H-6b), 3.57-3.50 (m, 4 H, H-7", H-2', H-6b', H-2'), 2.71 (dd, Jzeq' 4" = 4.7
Hz, Jaac3eq = 11.8 Hz, 1 H, H-3eq"), 2.03, 2.02 (2s, 6 H, COCHg), 1.69 (t, Jaaca = 11.9 Hz, 1
H, H-3ax’).

5C NMR (D;0) 3 175.76 (COCH3"), 174.95 (COCHg) 174.45 (C-1"), 161.58 (SerCO),
105.63 (C-1), 100.81 (C-2"), 98.54 (C-1), 77.87 (C-3), 75.67 (C-3), 75.53 (C-5), 73.31
(C-6"), 72.39 (C-8"), 71.89 (C-2), 71.55 (C-5), 69.77 (C-4'), 69.53 (C-4), 69.25 (C-7"), 69.09
(C-4"), 68.79 (SerBCH), 64.71 (C-6), 63.50 (C-9"), 61.69 (C-6), 55.56 (SeraCH), 52.56
(C-5"), 48.85 (C-2), 40.83 (C-3"), 22.95 (COCH3"), 22.58 (COCH3").
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O-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsiur €)-(2-3)-O-
(B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-L-serin
(45)

Die Verbindungen 5b und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sidlidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 45 in 11% Ausbeute (4.2 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 8% (3.0 mg).

Nach AAV 11 werden Verbindung 5b und 19 mit Trypanosoma cruzi Sialidase inkubiert. Es
bildet sich 45 in 20% (6.8 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.™

45 CogHu7N3Oz (M 761.68) |, oH

oH ,OH O
[a]p® = 24° (c 0.4, H,0) COOH& 0
weiRer amorpher Feststoff AcHIN o o ) NH

HO OH o
Ber.: C44.15, H 6.22, N 5.52 Ac \/\fo

Gef.: C44.09, H 6.22, N 5.47 (o}

M ethyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-6)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-3)-2-desoxy-a-D-lyxo-hexopyranosid (46)

Die Verbindungen 12 und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 24 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entstent 46 in 14% Ausbeute (4.4 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase
konnte kein Umsatz beobachtet werden.

46 CyH4NOsg (M 631.58)
[a]p?®=38° (c 1.0, H,0)

weiRer amorpher Feststoff A o o
Ber.: C 45.62, H 6.54, N 2.22 HG HO 0

Gef.: C45.44,H 6.50, N 2.09 OMe

'H NMR (D;0) & 5.14(dd, J1 24 0.7 HZ, J1 2 = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 4.49 (d, Jy > = 8.0 Hz, 1 H,
H-1Y), 4.16 (ddd, Js.4 = 3.2 Hz, 1 H, H-3), 4.09 (dd, Js.4 = 3.0 Hz, 1 H, H-4), 4.01 (ddd, Js 65 =
6.3 Hz, Js.gp = 6.5 Hz, Jeagr = 11.9 Hz, 1 H, H-5), 3.97 (dd, 1 H, Jex s = 9.8 Hz, H-64), 3.92
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(dd, 1 H, H-4), 3.89 - 3.85 (m, 2 H, H-9a", H-8"), 3.85 - 3.82 (m, 2 H, H-5, H-5"), 3.82 - 3.66
(m, 7 H, H-6a, H-6b, H-60, H-4", H-3, H-9a", H-6"), 3.58 -3.53 (m, 3 H, H-2, H-6b', H-7"),
3.52 (s, 3 H, OCH3), 2.70 (dd, Jsega = 5.0 Hz, Jsey 3ae = 12.1 Hz, 1 H, H-3ax"), 2.02 — 1.94
(M, 2 H, H-2ax, H-2eq), 1.71 (t, Jsac 4 = 12.2 Hz, 1 H, H-3ax") .

13C NMR (D;0) & 175.75 (COCH3), 174.22 (C-1"), 104.49 (C-1'), 100.83 (C-2"), 98.81 (C-1),
74.66 (C-5)), 74.25 (C-3), 73.47 (C-6"), 73.25 (C-3), 72.67 (C-8"), 71.63 (C-2), 71.21 (C-5),
69.36 (C-4'), 69.25 (C-7"), 69.03 (C-4"), 67.73 (C-6), 66.44 (C-4), 64.13 (C-6), 63.47 (C-9"),
54.52 (OCHs), 52.65 (C-5"), 40.74 (C-3"), 31.47 (C-2), 22.87 (COCHa).

M ethyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-3)-2-desoxy-a-D-lyxo-hexopyranosid (47)

Die Verbindungen 12 und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 47 in 14% Ausbeute (4.4 mg), bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 10% (3.1 mg).

Nach AAV 11 werden Verbindung 12 und 19 mit Trypanosoma cruzi Sialidase inkubiert.
Man erhdlt Verbindung 47 in 16% Ausbeute (4.5 mg).

47 Co4H4NOyg (M 63158)

[C(] D20: 52° (C 0.5, HzO) HQ OH COOH OH OH oH OH
e oo RC 2 K
Ber:C4564, H 654, N222 AN~ on

OMe
Gef.: C45.59, H 6.52, N 2.28

'H NMR (D;0) & 5.12(dd, J1.2eq 1.0 HZ, J1 20 = 4.2 Hz, 1 H, H-1), 454 (d, Jy> = 7.9 Hz, 1 H,
H-1'), 4.15-4.11 (m, 2 H, H-3, H-4), 4.08 (dd, J3.+ = 3.6 Hz, 1 H, H-3), 4.03 (ddd, Js6, = 6.2
Hz, Js6b = 6.5 Hz, Jsagp = 11.8 Hz, 1 H, H-5), 3.96 (bd, J; 5 = 0.8 Hz, 1 H, H-4'), 3.88 - 3.83
(m, 3 H, H-8", H-9b", H-5"), 3.79 - 3.65 (m, 7 H, H-6a, H-6b, H-6a, H-6b', H-5', H-6", H-4",
H-9b"), 3.62 (dd, J»g = 9.2 Hz, 1 H, H-7"), 3.53 (s, 3 H, OCHj3), 3.51 (m, 1H, H-2), 2.77
(dd, 1 H, Jseqrar = 4.9 HZ, Jaeq 3ax- = 12.2 Hz, H-3eq"), 2.03 — 1.97 (m, 2 H, H-2ax, H-2eq),
1.80 (t, 1 H, Jaae 4 = 12.2 Hz, H-3ax").

3C NMR (D,0) & 175.86 (COCHs"), 174.63 (C-1"), 104.68 (C-1'), 100.65 (C-2"), 98.54
(C-1), 76.26 (C-3), 75.97 (C-5), 74.02 (C-3), 73.81 (C-6"), 72.74 (C-8"), 71.22 (C-5), 70.31
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(C-2), 69.25 (C-4"), 68.85 (C-7"), 68.44 (C-4), 67.87 (C-6), 66.45 (C-4), 63.57 (C-9"), 61.97
(C-6), 54.71 (OCHs3), 52.49 (C-5"), 40.63 (C-3"), 31.49 (C-2), 22.83 (COCHy").

Methyl (5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylonsaur e)-
(2-6)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-2-desoxy-a-D-lyxo-hexopyranosid (48).

Die Verbindungen 13 und 18 werden 22 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 28 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 48 in 15% Ausbeute (4.7 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
5% (Bestimmung per HPLC, keine Isolierung).

48 Cy4H41NOs5 (M 631.58)
[a]%p +14° (c 1, H,0).
weil3er amorpher Feststoff
Ber.: C45.64, H 6.54, N 2.22.
Gef.: C45.72, H 6.62, N 2.19.

OMe

'H NMR (D20) 8 5.09 dd, J26 = 1.0 HZ, Jy 20 = 3.8 Hz, 1 H, H-1), 4.44 (Jy» = 80 Hz, 1 H,
H-1), 4.14 (ddd, Js4 = 3.1 Hz, 1 H, H-3), 4.07 (bd, Jss = 0.9 Hz, 1 H, H-4), 3.97 (dd, 1 H,
Joao = 10.2 Hz, H-6d), 3.93 (m, 1 H, H-4), 3.88 - 3.85 (m, 3 H, H-5, H-9a", H-8"), 3.84 -
3.82 (m, 2 H, H-5, H-5"), 3.73 (M, 2 H, H-6a, H-6b), 3.68 - 3.63 (M, 4 H, H-4", H-3, H-9a!",
H-6"), 3.56 -3.54 (M, 3 H, H-2', H-6b', H-7"), 3.54 (s, 3 H, OCH3), 3.52 (M, J».3 = 9.9 Hz, 1
H, H-2), 2.68 (dd, Jaeqar = 4.8 HZ, Jseqr3ac = 12.3 Hz, 1 H, H-3ax"), 1.99-1.95 (m, 2 H,
H-2ax, H-2eq), 1.72 (t, Jsac 2 = 12.2 Hz, 1 H, H-3ax") .

13C NMR (D-0) & 175.81 (COCH3), 174.35 (C-1"), 104.27 (C-1), 100.89 (C-2"), 98.69
(C-1), 75.81 (C-4), 74.53 (C-5), 73.44 (C-6"), 73.19 (C-3), 72.61 (C-8"), 71.59 (C-2), 71.24
(C-5), 69.31 (C-7"), 69.22 (C-4'), 69.08 (C-4"), 68.16 (C-3), 67.88 (C-6), 64.18 (C-6), 63.53
(C-9), 54.80 (OCHs3), 52.71 (C-5"), 40.86 (C-3"), 31.52 (C-2), 22.91 (COCHy).

Methyl (5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-2-desoxy-a-D-lyxo-hexopyranosid (49)

Die Verbindungen 13 und 18 werden 22 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 49 in 10% Ausbeute (3.2 mg) und bei Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase in 8% (2.5 mg).
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Nach AAV 11 werden Verbindung 13 und 19 mit Trypanosoma cruz Sialidase inkubiert. Es
bildet sich 49 in 23% (6.5 mg)

49 CyH4NO1g (M 631.58) H
[a]%°p +25° (c 1, H,0).

weil3er amorpher Feststoff

Ber.: C 45.64, H 6.54, N 2.22.

Gef.: C45.44, H 6.61, N 2.25.

COOH OH OH
0
0 0 OH

HO OH o]
HO

OMe

'H NMR (D20) 85.06 (dd, Jy.26q = 1.0 HZ, J1 20 = 3.6 Hz, 1 H, H-1), 456 (d, J;.» = 8.0 Hz,
1H, H-1), 4.16 (ddd, Js4 = 3.2 Hz, 1 H, H-3), 4.12 (bd, J45 = 0.8 Hz, 1 H, H-4), 4.09 (dd,
Jos = 3.6 Hz, 1 H, H-3), 3.94 (bd, Jy5 = 0.8 Hz, 1 H, H-4), 3.91 (ddd, Js62 = 6.3 Hz, Js.ep =
6.4 Hz, 1 H, H-5), 3.88 - 3.85 (m, 2 H, H-8", H-9b"), 3.84 (dd, Js ¢ = 10.4 Hz, 1 H, H-5"),
3.73-3.64 (M, 6 H, H-4", H-5, H-6d, H-6b', H-6a, H-6b), 3.66 (dd, Jg7 = 1.8 Hz, 1 H,
H-6"), 3.65 (M, 1 H, H-9b"), 3.61 (dd, Jg = 9.6 Hz, 1 H, H-7"), 3.57 (s, 3H, OCH3), 3.52
(M, J23= 9.8 Hz, 1 H, H-2), 2.76 (dd, 1 H, Jaeqr.a = 4.8 HZ, Jseq 3 = 12.4 Hz, H-3eq"), 2.01
- 1.99 (M, 2 H, H-2ax, H-2eq), 1.80 (t, 1 H, Jaaca» = 12.2 Hz, H-3ax").

13C NMR (D;0) & 175.80 (COCH3"), 174.71 (C-1"), 104.38 (C-1), 100.43 (C-2"), 98.74
(C-1), 76.43 (C-3), 75.89 (C-5), 75.72 (C-4), 73.67 (C-6"), 72.61 (C-8"), 71.22 (C-5), 70.08
(C-2), 69.18 (C-4"), 68.94 (C-7"), 68.15 (C-4'), 68.08 (C-3), 67.86 (C-6), 63.38 (C-9"), 61.94
(C-6)), 54.77 (OCH3), 52.54 (C-5"), 40.72 (C-3"), 31.44 (C-2), 22.87 (COCH3").

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-(2-6)
-(B-D-galactopyranosyl)-(1-3)-2-azido-2-desoxy-B-D-galactopyranosid (50)

Die Verbindungen 8 und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 42 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 50 in 12% Ausbeute (4.1 mg), bei Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
7% (2.4 mg).

50 CosHaN2Os (M 698.63) "
[a]?% —51° (c 0.9, H,0).
wei3er amorpher Feststoff
Ber.: C 44.70, H 6.06, N 8.02. OH
Gef.: C 45.10, H 5.94, N 8.16.
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'H NMR (D20) 3 5.96 (m, 1 H, OCH,CHCH,), 5.34 - 5.27 (m, 2 H, OCH,CHCH,), 4.51 (d,
J1,=7.8 Hz, 1 H, H-1), 4.46 (d, J;»=8.0 Hz, 1 H, H-1'), 4.23 (dd, J,5 = 10.2 Hz, J34 =
3.2 Hz, 1 H, H-3), 4.21 - 4.15 (m, 2 H, OCH,CHCH,), 4.12 (dd, J;5 = 1.2 Hz, 1 H, H-4), 4.00
(dd, Jsz6p = -10.2 Hz, 1 H, H-62), 3.93 (bd, J3 4 = 3.8 Hz, J45 = 1.6 Hz, 1 H, H-4'), 3.90 (dd,
1 H, H-8"), 3.87 (dd, 1 H, H-9a"), 3.83 (dd, Js'¢* = 10.3 Hz, 1 H, H-5"), 3.81 (m, 1 H, H-5),
3.75 - 3.67 (m, 3 H, H-6", H-6a, H-6b), 3.67 (dd, 1 H, H-3), 3.65 (dd, 1 H, H-9b"), 3.61 (dd,
Jys = 89 Hz, 1 H, H-4"), 359 - 348 (m, 5 H, H-7", H-2', H-6b', H-2, H-5), 2.71 (dd,
Jaear =48 Hz, 1 H, H-3eq"), 2.03 (s, 3 H, NHCOCH3), 1.74 (t, Jsacar = 11.9 Hz,
Jaax' 3 = 12.4 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (D,O) & 175.82 (COCH3"), 174.28 (C-1"), 133.39 (OCH,CHCH,), 119.07
(OCH,CHCH,), 104.43 (C-1'), 100.96 (C-2"), 100.78 (C-1), 80.22 (C-3), 75.07 (C-5), 74.44
(C-5), 73.39 (C-6"), 73.34 (C-3), 72.57 (C-8"), 71.76 (C-2), 70.89 (OCH,CHCH,), 69.31
(C-7"), 69.24 (C-4), 69.19 (C-4"), 68.15 (C-4), 64.22 (C-6'), 63.48 (C-9"), 62.84 (C-2), 61.07
(C-6), 52.73 (C-5"), 40.97 (C-3"), 22.88 (CH3").

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonul opyr anosylonsaur e)-(2-3)-
(B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-2-azido-2-desoxy-[-D-galactopyranosid (51)

Die Verbindungen 8 und 18 werden 24 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 20 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 51 in 11% Ausbeute (3.8 mg) ebenso wie bei dem Einsatz von
Newcastle Disease Virus Sialidase (11%, 3.9 mg).

Nach AAV 11 werden Verbindung 8 und 19 mit Trypanosoma cruzi Sialidase inkubiert. Es
bildet sich 51 in 28% (8.8 mg).

51 CagHN4O15-1 H,0 (M 698.63)
[a]?% —34° (0.8, H,0). H

OH

weil3er amorpher Feststoff G & Q o
) AcH o o X
Ber.: C43.56,H 6.19, N 7.82. A¢ " oH Ns

Gef.: C43.59, H 6.02, N 7.87.

'H NMR (D,0) 85.92 (m, 1 H, OCH,CHCH,), 5.32 - 5.24 (m, 2 H, OCH,CHCHy), 4.56 (d,
Jr2=7.8Hz, 1H, H-1), 453 (d, J.,=8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.25 (dd, Js4 = 3.6 Hz, 1 H, H-3),
4.22 - 4.17 (M, 2 H, OCH,CHCH}), 4.15 (dd, Ju5 = 1.5 Hz, 1 H, H-4), 4.12 - 4.08 (m, 2 H, H-
3' and H-4), 3.95 (bd, Js5 = 0.7 Hz, 1 H, H-4'), 3.89 (dd, Jgox = 2.6 Hz, 1 H, H-8"), 3.87 (dd,
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Jor oy = 12.2 Hz, 1 H, H-9a"), 3.83 (dd, Js-¢» = 10.2 Hz, 1 H, H-5"), 3.71 (m, 2 H, H-64,
H-60), 3.76 - 3.63 (M, 6 H, H-5, H-4", H-6", H-Ob", H-6a, H-6), 3.63 (dd, J»5 = 9.6 Hz,
1H, H-2), 3.60 (dd, Jg = 9.6 Hz, 1 H, H-7"), 3.57 (dd, J»5 = 10.0 Hz, 1 H, H-2), 2.76 (dd,
Jsepa =48 Hz, Joorseq =12.2Hz, 1 H, H-3eq"), 203 (s, 3 H, NHCOCHs), 1.80 ¢,
Jsaxa» = 12.0 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (D-O) & 175.84 (COCHg"), 174.64 (C-1"), 133.41 (OCH,CHCH,), 119.10
(OCH,CHCH,), 105.21 (C-1), 100.93 (C-1), 100.46 (C-2"), 80.37 (C-3), 76.49 (C-3), 75.69
(C-5), 75.15 (C-5), 73.69 (C-6"), 72.62 (C-8"), 70.93 (OCH,CHCH,), 69.94 (C-2), 69.17
(C-4"), 69.01 (C-7"), 68.23 (C-4'), 68.19 (C-4), 63.43 (C-9"), 62.90 (C-2), 61.64 (C-6), 61.15
(C-6), 52.53 (C-5"), 40.59 (C-3"), 22.83 (CH3").

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-(2-6)
-(B-D-galactopyranosyl)-(1-3)-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosid (52)

Die Verbindungen 14 und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 52 in 10% Ausbeute (3.5 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
4% (Bestimmung erfolgte per HPLC, keine Isolierung).

52 Ca6H2N4O015 (M 698.63)
[a]p = 12.3° (¢ 0.6, H,0)
weil3er amorpher Feststoff
Ber.: C 44.70, H 6.06, N 8.02
Gef.: C 44.89, H 6.14, N 7.95 O~

'H NMR (D,0) 55.89 (m, 1 H, OCH,-CH=CHj), 5.30-5.24 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,),
5.03 (d, J.2=3.4 Hz, 1 H, H-1), 4.48 (d, Jy» = 8.0 Hz, 1 H, H-1)), 4.13 (ddd, J45 = 0.8 Hz,
1H, H-5), 4.07 (dd, Js2=3.6, 1 H, H-4), 402-3.97 (m, 3 H, H-6d, H-3, OCH,-CH=CH.,),
3.92 (bd, Jy4 = 4.2 Hz, Jus = 1.8 Hz, 1 H, H-4), 3.90 (dd, 1 H, H-8"), 3.86 (dd, 1 H, H-9a"),
3.84-3.71 (M, 5 H, H-2, H-6a, H-6b, H-6a, H-5"), 3.69-3.65 (M, 3 H, H-9b" H-6", H-5), 3.63-
3.60 (M, 2 H, H-4", H-3), 3.58 - 3.52 (M, 2 H, H-7", H-6b"), 3.47 (dd, 1 H, H-2), 2.69 (dd,
Jsagar =45 Hz, 1 H, H-3eq"), 203 (s, 3 H, NHCOCHs), 1.73 (t, Jaacs = 12.1Hz,
Jsaczeg = 12.0 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (D;0) & 175.75 (COCHg"), 174.17 (C-1"), 132.89 (OCH,-CH=CH,), 117.70
(OCH,-CH=CHj), 103.89 (C-1'), 100.78 (C-2"), 96.83 (C-1), 78.37 (C-3), 74.83 (C-5), 73.23
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(C-6"), 73.15 (C-3), 72.47 (C-8"), 71.94 (C-4), 71.35 (C-2), 70.33 (C-5), 69.25 (C-7"), 69.12
(C-4), 69.10 (C-4"), 64.35 (C-6), 63.41 (C-9"), 61.15 (C-6), 60.98 (C-2), 60.61 (OCH.-
CH=CH,), 52.59 (C-5"), 40.91 (C-3"), 22.78 (CH3").

Allyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-galacto-2-nonul opyr anosylonsaur e)-(2-3)-
(B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosid (53)

Die Verbindungen 14 und 18 werden 28 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 24 h
(Newcastle Disease Virus Sidlidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 53 in 11% Ausbeute (3.8 mg) ebenso wie bei dem Einsatz von
Newcastle Disease Virus Siaidase (10%, 3.5 mg).

53 CaeHaaN4O13 (M 698.63)
[0] p2°= 4.7° (c 1.0, H,0) H oH 4 OH
weil3er amorpher Feststoff

COOH OH ,OH O
o 0
H o) o)
Ber.: C 44.70, H 6.06, N 8.02 " on N3

(@)
AcH
(@]
Gef.: C44.31,H 6.15, N 7.92 N

'H NMR (D,0) 85.93 (m, 1 H, OCH,-CH=CHj), 5.34-5.26 (m, 2 H, OCH,-CH=CH,),
5.03 (d, J.2=3.7 Hz, 1 H, H-1), 452 (d, Jy» = 7.9 Hz, 1 H, H-1), 4.12-4.09 (m, 2 H, H-3,
H-5), 4.03 (dd, Js4 = 3.8 Hz, 1 H, H-4), 4.02-3.98 (M, 2 H, OCH»-CH=CH,, H-3), 3.96 (bd,
Jrs = 0.8 Hz, 1 H, H-4), 3.89-3.87 (m, 2 H, H-8", H-9a"), 3.83-3.75 (m, 4 H, H-5", H-2,
H-6a, H-6b), 3.75-3.61 (m, 9 H, H-6a, H-6b', H-5, H-4", H-6", H-90", H-6a, H-6b, H-2),
3.60 (dd, J7g = 9.8 Hz, 1 H, H-7"), 3.57 (dd, J»5 = 10.6 Hz, Js.» = 3.0 Hz, 1 H, H-3), 2.75
(dd, Jsaya = 4.4 HZ, Jsoxseq = 11.8 Hz, 1 H, H-3eq"), 2.03 (s, 3 H, NHCOCHs3), 1.80 ¢,
Jsaa» = 11.9 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (D;0) & 175.90 (COCH3"), 174.69 (C-1"), 133.07 (OCH,-CH=CH,), 118.11
(OCH,-CH=CHj), 104.85 (C-1'), 100.51 (C-2"), 96.74 (C-1), 78.67 (C-3), 76.57 (C-3), 75.78
(C-5), 73.81 (C-6"), 72.23 (C-4), 70.70 (C-5), 70.11 (C-2), 69.22 (C-4"), 69.13 (C-7"), 68.31
(C-4'), 63.42 (C-9"), 61.75 (C-6)), 61.42 (C-2), 61.35 (OCH,-CH=CH,), 61.18 (C-6), 52.47
(C-5"), 40.63 (C-3"), 22.90 (CH3").
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(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-(2-6)-(B-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-B-D-glucopyr anose (55)

Die Verbindungen 56 und 18 werden 20 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 55 in 12% Ausbeute (4.1 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
9% (2.4 mg).

Die analytischen Daten entsprechen den Literaturwerten.”™

Phenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-6)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-3)-1-thio-2-azido-2-desoxy-[3-D-glucopyr anosid (57)

Die Verbindungen 15 und 18 werden 28 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 57 in 11% Ausbeute (4.0 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
5% (Bestimmung erfolgte per HPLC, keine Isolierung).

57 CaeHaoN3017S (M 736.72)
[a] 0= -24° ¢ (c 0.6, H,0)

wei 3er amorpher Feststoff act o HO ;ﬁ/sph
Ber.: C 47.28, H 5.75, N 5.70 HO HO

Gef.: C47.21,H5.71, N5.75

'H NMR (D;0) & 7.59-7.37 (m, 5 H, Ph), 4.84 (d, J;,= 8.2 Hz, 1 H, H-1), 4.45 (d, Jy.»= 7.9
Hz, 1 H, H-1Y), 4.19 (dd, 1 H, H-3), 4.09 (dd, Js5 = 1.0 Hz, 1 H, H-4), 3.99 (dd, Jex ey = 9.9
Hz, 1 H, H-64), 3.91 (dd, Js.« = 3.6 Hz, Jr.5 = 1.5 Hz, 1 H, H-4)), 3.89-3.87 (M, 2 H, H-8", H-
9a"), 3.83 (M, 1 H, H-5), 3.79 (dd, Js-¢ = 10.0 Hz, 1 H, H-5"), 3.75 - 3.67 (m, 3 H, H-6", H-
6a, H-6b), 3.66 (dd, 1 H, H-3), 3.64 (dd, 1 H, H-9b"), 3.62 (dd, Jrs = 9.2 Hz, 1 H, H-4"),
3.59 - 348 (M, 5 H, H-7", H-2', H-6b", H-2, H-5), 2.68 (dd, Jse4* = 5.1 Hz, 1 H, H-3eq"),
2.03 (s, 3H, NHCOCHg), 1.72 (t, Jaacrar = 12.0 HZ, Jane e = 12.2 Hz, 1 H, H-3ax").
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3C NMR (D,0) & 175.69 (COCH5"), 174.24 (C-1"), 133.31-128.57 (Ph), 104.25 (C-1),
100.93 (C-2"), 89.11 (C-1), 80.15 (C-3), 75.15 (C-5), 74.56 (C-5)), 73.39 (C-3), 73.21 (C-6"),
72,52 (C-8"), 71.55 (C-2), 69.22 (C-7"), 69.20 (C-4)), 69.17 (C-4), 68.99 (C-4"), 64.16 (C-6),
63.52 (C-9"), 62.91 (C-2), 61.15 (C-6), 52.69 (C-5"), 40.87 (C-3"), 22.84 (CH3").

Phenyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosylonsaur €)-
(2-3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-3)-1-thio-2-azido-2-desoxy-[3-D-glucopyr anosid (58)

Die Verbindungen 15 und 18 werden 28 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 36 h
(Newcastle Disease Virus Siaidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 58 in 10% Ausbeute (3.7 mg), bel dem Einsatz von Newcastle
Disease Virus Sialidase (12%, 4.4 mg).

Nach AAV 11 werden Verbindung 15 und 19 mit Trypanosoma cruzi Sialidase inkubiert. Es
bildet sich 58 in 26% (8.6 mg)

58 Ca9H42N3017S (M 736.72)

[0]p?°=-28° (c0.4,H,0) HOQ ~ JOH cOOH OH LOH OH
weilRer amorpher Feststoff o o w R
0 0
. AcH
Ber.: C47.28, H 5.75, N 5.70 G on N
Gef.: C47.43,H 5.66, N 5.73

'H NMR (D-0) & 7.61-7.36 (m, 5 H, Ph), 4.86 (d, J.2= 8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.50 (d, Jy»= 8.1
Hz, 1 H, H-1), 4.19 (dd, Js. = 4.0 Hz, 1 H, H-3), 4.12 (dd, Jus = 1.6 Hz, 1 H, H-4), 4.08 (dd,
1H, H-3), 3.93 (bd, Jr5 = 0.9 Hz, 1 H, H-4), 3.87-3.84 (M, 3 H, H-8", H-9a", H-5"), 3.76 (m,
2 H, H-6d, H-6b), 3.70 - 3.62 (m, 6 H, H-5, H-4", H-6", H-9b", H-6a, H-6b), 3.59 (dd, 1 H,
H-7"), 3.54 (M, 2 H, H-2', H-2), 2.75 (dd, Jsega* = 4.6 HZ, Joar3eq = 12.0 Hz, 1 H, H-3eq"),
2.03 (s, 3H, NHCOCHs), 1.78 (t, Jsax 4 = 11.6 Hz, 1 H, H-3ax").

13C NMR (D,0) & 175.78 (COCH5"), 174.59 (C-1"), 133.10-128.75 (Ph), 104.25 (C-1),
100.39 (C-2"), 90.14 (C-1), 80.42 (C-3), 76.36 (C-3), 75.82 (C-5), 75.22 (C-5), 73.61 (C-6"),
72,57 (C-8"), 69.86 (C-2), 69.11 (C-4"), 68.81 (C-7"), 68.35 (C-4), 68.12 (C-4)), 63.32 (C-9"),
62.88 (C-2), 61.89 (C-6), 61.18 (C-6), 52.44 (C-5"), 40.62 (C-3"), 22.87 (CH3").
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Phenyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-6)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-1-thio-2-azido-2-desoxy-f3-D-glucopyr anosid (59)

Die Verbindungen 16 und 18 werden 28 h (Vibrio cholerae Sialidase) bzw. 36 h (Clostridium
perfringens Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bel Einsatz von Vibrio cholerae Siaidase
entsteht 59 in 13% Ausbeute (4.8 mg), bel Einsatz von Clostridium perfringens Sialidase in
8% (2.9 mg).

59 Cy9H42N3017S (M 736.72)

[0] p°=-2.1° (c0.3,H,0) H OH
wei3er amorpher Feststoff o'
Ber.. C47.28, H5.75,N 570 AcH

O_% B
o
O
HO O
HO
Gef.: C 47.02, H 5.65, N 5.74 o Hmsph

'H NMR (D20) 87.59-7.35 (m, 5 H, Ph), 5.14 (dd, Jy.26q = 1.0 Hz, J1 2 = 3.8 Hz, 1 H, H-1),
445 (Jy»=7.7 Hz, 1 H, H-1, 3.99 (dd, 5 = 1.0 Hz, 1 H, H-4), 3.96 (dd, 1 H, Jex ey =
9.9 Hz, H-64), 3.94 (m, 1 H, H-3), 3.91 (m, 1 H, H-4), 3.88 - 3.86 (M, 2 H, H-9a", H-8"),
3.83-3.81 (M, 2 H, H-5, H-5), 3.79 (m, 1 H, H-5"), 3.73 - 3.61 (M, 7 H, H-4", H-3', H-9a",
H-6", H-6a, H-6b, H-2), 3.56-3.54 (m, 3 H, H-2, H-61', H-7"), 3.53 (m, 1 H, H-2), 2.67 (dd,
Jsegpar = 5.0 HZ, Jaep s = 12.1 Hz, 1 H, H-3ax"), 1.71 (t, Jsac-a = 12.0 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (D,0) & 175.79 (COCH5"), 174.16 (C-1"), 133.32-128.91 (Ph), 104.41 (C-1),
100.82 (C-2"), 87.54 (C-1), 81.31 (C-4), 75.22 (C-5), 74.51 (C-5), 73.39 (C-6"), 73.28 (C-3),
73.04 (C-3), 72.59 (C-8"), 71.64 (C-2), 69.27 (C-7"), 69.19 (C-4'), 69.14 (C-4"), 64.25 (C-6),
63.47 (C-9"), 60.97 (C-6), 56.39 (C-2), 52.69 (C-5"), 40.91 (C-3"), 22.86 (COCH).

Phenyl-(5-Acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyr anosylonsaur e)-
(2-3)-(B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-1-thio-2-azido-2-desoxy-[3-D-glucopyr anosid (60)

Die Verbindungen 16 und 18 werden 28 h (Salmonella typhimurium Sialidase) bzw. 36 h
(Newcastle Disease Virus Sialidase) gemald AAV 6 inkubiert. Bei Einsatz von Salmonella
typhimurium Sialidase entsteht 60 in 12% Ausbeute (3.7 mg), ebenso bei dem Einsatz von
Newcastle Disease Virus Siaidase (12%, 4.4 mg).

Nach AAV 11 werden Verbindung 16 und 19 mit Trypanosoma cruzi Sialidase inkubiert. Es
bildet sich 60 in 32% (10.6 mg).
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60 CooH42N4017S (M 736.72)
[a]p®=-1.8°(c0.6,H:0) po  OH

_ COOH OH ,OH OH
wei 3er amorpher Feststoff o
HO ° o o ?
Ber.:. C47.28,H5.75, N5.70  AcH HO SPh

HO OH
Gef.: C47.21,H 5.83, N 5.64 N3

'H NMR (D20) 87.62-7.38 (M, 5 H, Ph), 5.10 (dd, J1 26 = 0.8 HZ, Jy.20 = 3.8 Hz, 1 H, H-1),
454 (d, Jy» = 7.6 Hz, 1 H, H-1'), 4.12 (m, 1 H, H-3), 3.97 (dd, Jx5 = 1.0 Hz, 1 H, H-4)), 3.90
(m, 3 H, H-8", H-6a, H-6b), 3.87 (dd, 1 H, H-9b"), 3.85 (dd, Js'¢ = 10.2 Hz, 1 H, H-5"), 3.82
(dd, 1 H, H-3), 3.73- 3.64 (m, 5 H, H-4", H-5, H-64, H-6b', H-2), 3.65-3.63 (M, 2 H, H-6",
H-90"), 3.67 (dd, 1 H, H-4), 3.62 (ddd, 1 H, H-5), 3.60-3.58 (m, 2 H, H-7", H-2)), 2.77 (dd, 1
H, Jseqra = 4.6 HZ, Jaa 3 = 12.0 Hz, H-3eq"), 1.80 (t, 1 H, Jaae 4+ = 12.0 Hz, H-3ax").

3C NMR (D,0) & 175.79 (COCHy"), 174.75 (C-1"), 133.14-128.83 (Ph), 103.56 (C-1),
100.68 (C-2"), 87.24 (C-1), 76.33 (C-3), 76.02 (C-5)), 75.54 (C-5), 74.22 (C-4), 73.75 (C-6"),
73.61 (C-3), 72.65 (C-8"), 70.18 (C-2), 69.24 (C-4"), 69.05 (C-7"), 68.34 (C-4)), 63.47 (C-9"),
61.85 (C-6), 60.26 (C-6), 56.89 (C-2), 52.62 (C-5"), 40.65 (C-3"), 22.84 (COCH3").

M ethyl-O-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetr a-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-
galacto-2-nonulopyranosylonat)-(2-6)-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-galactopyr anosyl)-(1-4)-
O-(3,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-(1-4)-O-(2,3-di-O-acetyl-6-O-
tert-butyldiphenylsilyl-B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-O-2,3,6-tri-O-acetyl-[3-D-gluco-
pyranosid (68)

Zu einer auf —40°C gekiihiten Lésung von N-lodsuccinimid (20 mg, 0.09 mmol), Molsieb 4 A
(200 mg) und 1 ml Toluol gibt man eine Ldsung von 66 (90 mg, 70 umol) und 67 (20 mg, 60
pmol) in Toluol. Anschlieffend gibt man 50 pl einer geséttigten Losung von
Trifluoressigsaure (TfOH) in CCl, (ca. 2 M) hinzu. Die Mischung 183 man unter Rihren Gber
einen Zeitraum von 1.5 h auf —10°C erwarmen. Fir eine weitere Stunde |&3t man bei —10°C
rdhren. Man verdinnt mit 20 ml Ethylacetat und quencht die Reaktion durch Zugabe von
geséttigter NaHCOs-L6sung. Die Mischung wird Uber Celite filtriert. Die zwel Phasen werden
getrennt. Die organische Phase wascht man mit wassriger NaS,03-Losung. Diese wéal¥ige
Phase wird mit EtOAc gegenextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
MgSO, getrocknet, eingeengt und flashchromatographisch gereinigt (PE/EE 2:1). Man erhalt
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53% (56 mg) von Verbindung 68, daneben etwa 8% a-Anomer und ca. 10% ener nicht

identifizierten Verbindung.

68 Cg1H111N4O04,S (M 1840.85)

[0] o = -21.6° (c 0.3, CHCl5)

weil3er amorpher Feststoff

Ber.: C52.85,H 6.08, N 3.04

Gef.: C53.89, H 6.34, N 1.66

MALDI-TOF 1863.84 (M + Na)*, 1879.94 (M + K)*

OAc OAc
o OAC Aco 0 0
o (0] O AcO OMe
AcO OAcC
oAc AcO O "OTBDPS

'H NMR (CDCl3) 87.70 — 7.24 (m, 10, Ph), 5.74 (dd, 1 H, H-4"), 5.70 (ddd, 1 H, H-8"),
5.61 (dd, 5 = 10.2 Hz, 1 H, H-2"), 5.44 (dd, Jg=9.0 Hz, 1 H, H-7"), 5.26 (dd, 1 H, H-
3", 5.22 (t, b3 = k4 = 9.8 Hz, 1 H, H-3), 5.10 (dd, J;, = 8.0 Hz, J,3 = 9.9 Hz, 1 H, H-2),
493 (t, 3= 9.8 Hz, 1 H, H-2), 4.87 (2d, 2 H, H-1"", H-3"), 4.85 (ddd, J,5 = 10.2 Hz, 1 H, H-
4V, 4.65 (dd, 1 H, H-3'), 4.61 (d, Js.4 = 4.0 Hz, H-4'), 4.59 (dd, Jsaop = 12.2 Hz, 1 H, H-9a"),
451 (d, 1 H, H-1"), 4.49 (d, J1» = 8.0 Hz, 1 H, H-1'), 4.48 (dd, 1 H, H-6b"), 4.46 (d, J1, =
10.0 Hz, 1 H, H-1), 4.42 (dd, 1 H, H-6b), 4.34 (dd, 1 H, H-9b"Y), 4.32 (d, 1 H, NH"), 4.29
(ddd, Js¢ = 10.6 Hz, 1 H, H-5"), 4.20 (dd, 1 H, H-6b"), 4.13 (m, 2 H, H-6'Y, H-6b'"), 4.10 (dd,
Js.6a = 5.6 Hz, Jeagp = 12.4 Hz, 1 H, H-6a), 4.08 (dd, Js 62 = Jeaep = 6.0 Hz, 1 H, H-64), 4.06
(dd, 1 H, H-6b"), 3.88 (ddd, 1 H, H-5"), 3.83 (m, 2 H, H-5', H-4"), 3.78 (s, 3 H, OCH3), 3.77
(t, 4 = 9.9 Hz, 1 H, H-4), 3.62 (ddd, J45 = 10.0 Hz, Js6a = 5.5 Hz, Js6o = 2.0 Hz, 1 H, H-5),
3.61 (dd, 1 H, H-6b""), 3.59 (ddd, 1 H, H-5"), 3.56 (dd, 5 = 10.2 Hz, 1 H, H-2"), 3.33 (s, 3
H, CH3'), 2.69 (dd, Jaeqzax = 12.7 HZ, Jses = 4.6, 1 H, H-3eq'"), 2.15 — 1.36 (14s, 42 H, 13
OAc, 1 NACc), 2.03 (dd, Jsaxs = 12.0 Hz, 1 H, H-3ax'V), 1.01 (s, 9 H, SICCHs3).
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M ethyl-O-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetr a-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycero-D-
galacto-2-nonulopyranosylonat)-(2-6)-O-(2,3,4-tri-O-acetyl-[3-D-gal actopyr anosyl)-(1-4)-
0O-(2,3,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyr anosyl)-(1-4)-O-(2,3,4-tri-O-
acetyl-B-D-galactopyranosyl)-(1-4)-O-2,3,6-tri-O-acetyl-B-D-glucopyranosid (69)
Verbindung 68 (53 mg, 30pmol) wird mit NiCl, - 6 H,O (105 mg, 450 pmol) und Borsaure
(H3BOs, 55 mg, 900pumol) in 3 ml Ethanol gelést. Unter starkem Rihren gibt man langsam
eine Suspension von Natriumborhydrid (28 mg, 750umol) in 1 ml Ethanol hinzu, so dal3 die
Temperatur nicht Uber 20°C steigt. Nach 30 min werden 3 ml Essigsdure und 6 ml Ethanol
zugegeben und die Mischung dreimalig mit 5 ml Toluol codestilliert. Der Rickstand wird in
Dichlormethan aufgenommen und nacheinander gegen verdiinnte KHSO4-L6sung, geséttigte
NaHCOs-L6sung und Wasser gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und eingeengt.

Das so erhaltene Produkt wird in 2 ml Dichlormethan/Trifluoressigsaure (95%) (9:1)
aufgenommen und 1 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end engt man im Hochvakuum
ein und codestilliert mehrmals mit Toluol. Im folgenden wird mit Acetanhydrid/Pyridin
nachacetyliert. Die Mischung wird mehrmals mit Toluol codestilliert. Das so erhaltene
Rohprodukt wird flaschromatographisch gereinigt (Toluol / Aceton 3 : 1) Man erhdlt 35 mg
(21 mmol, 70%) der Titelverbindung.

69 CeoHosN2044 (M 1657.50)

[a] p®°=-21.6° (c 0.3, CHCl5)

weil3er amorpher Feststoff

Ber.: C50.01, H 5.84, N 1.69

Gef.: C 49.86, H 5.77, N 1.65

MALDI-TOF 1680.49 (M + Na)*, 1696.60 (M + K)*

OAc
OAc AcO 0 (0]
o) O AcO OMe
o OAC OAc
NH
Ac

'H NMR (CDCl3) §7.72 — 7.25 (m, 10, Ph), 5.72 (ddd, 1 H, H-8"), 5.70 (dd, 1 H, H-4"),
5.59 (dd, 13 = 9.9 Hz, 1 H, H-2""), 5.43 (dd, J;5 = 8.8 Hz, 1 H, H-7"), 5.32 (d, J;.4 = 4.0 Hz,
H-4"), 5.23 (dd, 1 H, H-3"), 5.21 (t, J3 = J34 = 10.2 Hz, 1 H, H-3), 5.11 (dd, J,» = 7.8 HZ, D3
= 9.8 Hz, 1 H, H-2"), 4.90 (t, J,5 = 10.0 Hz, 1 H, H-2), 4.88 (d, 1 H, H-1""), 4.86 (m, 2 H, H-
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3" H-4"), 4.63 (dd, 1 H, H-3'), 4.59 (dd, Jeaop = 11.9 Hz, 1 H, H-9d"), 4.53 (d, J,» = 8.0 Hz,
1H, H-1", 4.50 (d, 1 H, H-1"), 4.47 (m, 2 H, H-6b", H-1), 4.39 (dd, 1 H, H-6b), 4.32 (d, 1 H,
NHY), 4.31 (dd, 1 H, H-9b"), 4.27 (ddd, Js = 10.3 Hz, 1 H, H-5"), 4.18 (dd, 1 H, H-6b"),
4.11 (dd, 1 H, H-6"), 4.09 (dd, Js6a = 5.8 HZ, Jeaep = 12.2 Hz, 1 H, H-6a), 4.01 (dd, 1 H, H-
6b""), 3.92 (ddd, 1 H, H-5"), 3.87 (dd, Js6a = Jsaepr = 6.0 Hz, 1 H, H-6d), 3.85 (dd, 1 H, H-
6b'), 3.82 (m, 2 H, H-5', H-4"), 3.77 (s, 3 H, OCH3), 3.75 (t, Js4 = 10.1 Hz, 1 H, H-4), 3.65
(ddd, Js5 = 9.8 Hz, Js6a = 5.6 Hz, Js¢p = 1.8 Hz, 1 H, H-5), 3.59 (m, 2 H, H-6b", H-5"), 3.57
(dd, o3 = 10.0 Hz, 1 H, H-2"), 3.31 (s, 3 H, CH3"), 2.70 (dd, Jseq3ex = 12.5 Hz, Jses = 4.4, 1
H, H-3eq'), 2.17 — 1.33 (16s, 48 H, 14 OAc, 2 NACc), 2.01 (dd, Jsaxs = 12.0 Hz, 1 H, H-
3ax'"), 1.00 (s, 9 H, SICCHy).

M ethyl-O-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetr a-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycer 0-D-
galacto-2-nonulopyranosylonat)-(2-3)-O-(2,4,6-tri-O-acetyl-B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-
O-(2,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-(1-3)-O-(2,6-di-O-acetyl-3-D-
galactopyranosyl)-(1-4)-2,3,6-tri-O-acetyl-3-D-glucopyranosid (73)

Zu einer auf —40°C gekiihlten Lésung von N-lodsuccinimid (20 mg, 0.09 mmol), Molsieb 4 A
(200 mg) und 1 ml Toluol gibt man eine Lésung von 72 (95 mg, 72 pmol) und 71 (25 mg, 63
mmol) in Toluol. Anschlieffend gibt man 50 ul ener gesdttigten Ldsung von
Trifluoressigsaure (TfOH) in CCl,4 (ca. 2 M) hinzu. Die Mischung 183 man unter Ruhren Gber
einen Zeitraum von 1.5 h auf —10°C erwarmen. Man verdinnt mit 20 ml Ethylacetat und
quencht die Reaktion durch Zugabe von geséttigter NaHCOs-L6sung. Die Mischung wird
Uber Celite filtriert. Die zwel Phasen werden getrennt. Die organische Phase wascht man mit
wassriger NaS,0s3-Losung. Diese wél¥ige Phase wird mit EtOAc gegenextrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber MQgSO,; getrocknet, eingeengt und
flashchromatographisch gereinigt (PE/EE 2:1). Man erhdt 78% (83 mg) von Verbindung 73,

daneben etwa 5% a-Anomer und ca. 7% des Bisadduktes.

73 CesHgeN4Oso (M 1565.41)

[a]p®=-3.5° (c 0.1, CHCl3)

weil3er amorpher Feststoff

Ber.: C 48.66, H 5.53, N 3.49

Gef.: C 49.33, H 6.59, N 3.62

MALDI-TOF 1588.40 (M + Na)*, 1604.50 (M + K)*
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H ,OAc

COOMe OAc ,OAC OAc o S OAc
QACO Vo o Q
0 0 AcO OMe
OAc N3 OAc OAc

'H NMR (CDCl3) 85.75 (dt, 1 H, H-8"), 5.72 (d, 1 H, NH), 5.39 (d, J;.4 = 2.8 Hz, 1 H, H-4"),
5.36 (dd, J;g = 9.3 Hz, 1H, H-7"Y), 5.15 (dd, J,3 = J3,4 = 9.4 Hz, 1 H, H-3), 5.06 (dd, J,» =
8.0 Hz, b3 =10.2 Hz, H-2"), 4.99-4.97 (m, 2 H, H-2', H-4"), 4.96 (dd, J,, = 7.8 HZ, 1,3 = 9.6
Hz, 1 H, H-2), 491 (dd, Ji» = 8.0 Hz, 13 = 10.2 Hz, 1 H, H-1""), 4.87 (d, %4 = 2.6 Hz, H-
4"), 4.83 (dt, Jaeqa = 4.4 Hz, Jsex s = a5 = 12.1 Hz, 1 H, H-4"), 4.75 (dd, Js 6 = 10.1 Hz, Js7 =
2.2 Hz, H-6"), 4.62 (dd, 1 H, H-3"), 4.57 (dd, J,5 = 10.0 Hz, J54 = 2.8 Hz, 1 H, H-3"), 451
(d, > = 7.8 Hz, 1 H, H-1), 4.49 (dd, 1 H, H-6), 4.39 (d, J1» = 8.0 Hz, 1 H, H-1"), 4.37 (d, Ji>
= 8.1 Hz, 1 H, H-1"), 4.29 (dd, Joagp = 12.4 Hz, Js.op = 2.4 Hz, H-9b"), 4.24 (dd, Jsaep = 12.6
Hz, Jsea = 6.6 Hz, 1 H, H-6a"), 4.17 (dd, Js 6 = 10.2 Hz, H-5"), 4.13 (d, 1 H, NH), 3.75 (s, 3
H, COOCHj3'"), 4.00 (dd, Jsea = 5.8 Hz, 1 H, H-9a"), 3.72 (bt, 1 H, H-5"), 3.59 (m, 1 H, H-
5), 3.47-3.44 (m, 2 H, H-3', H-6a"), 3.39 (dd, Jsa6r = 11.0 Hz, Js¢p = 7.8 Hz, H-6b"), 2.61
(dd, Jsex 3eq = 12.4 HZ, Jaeqa = 4.8 Hz, 1 H, H-3eq'), 2.17 — 1.33 (15s, 45 H, 14 OAc, 1 NAQ),
1.91 (dd, Jsaxs = 11.8 Hz, 1 H, H-3ax").

AcO

M ethyl-O-(methyl-5-acetamido-4,7,8,9-tetr a-O-acetyl-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-
galacto-2-nonulopyranosylonat)-(2-3)-O-(2,4,6-tri-O-acetyl-B-D-galactopyr anosyl)-(1-3)-
O-(2,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyr anosyl)-(1-3)-O-(2,4,6-tri-O-
acetyl-B-D-galactopyr anosyl)-(1-4)-2,3,6-tri-O-acetyl-B-D-glucopyranosid (74)
Verbindung 73 (80 mg, 51 umol) wird mit NiCl, - 6 H,O (175 mg, 750 pumol) und Borsaure
(H3BOs, 91 mg, 1.5 mmoal) in 5 ml Ethanol gel6st. Unter starkem Ruhren gibt man langsam
eine Suspension von Natriumborhydrid (47 mg, 1.25 mmol) in 1 ml Ethanol hinzu, so dal3 die
Temperatur nicht tber 20°C steigt. Nach 30 min werden 3 ml Essigsdure und 10 ml Ethanol
zugegeben und die Mischung dreimal mit 10 ml Toluol codestilliert. Im folgenden wird mit
Acetanhydrid/Pyridin nachacetyliert. Die Mischung wird mehrmals mit Toluol codestilliert.
Der Rickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und nacheinander gegen verdinnte
KHSO,-Ldsung, geséttigte NaHCOs-Ldsung und Wasser gewaschen, Uber MgSO, getrocknet
und eingeengt.

Das Rohprodukt wird flaschromatographisch gereinigt (Toluol / Aceton 3 : 1) Man erhdt 65
mg (21 mmol, 78%) der Titelverbindung.
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74 CgoHosN2044 (M 1657.50)

[a] = -12.7° (c 0.5, CHCl5)

weil3er amorpher Feststoff

Ber.: C50.01, H 5.84, N 1.69

Gef.: C 49.90, H 5.69, N 1.57

MALDI-TOF 1680.49 (M + Na)*, 1696.60 (M + K)*

Ac OAc ,OAcC

COOMeOAc ,OAC OAc OACc
0
0 AcO Q o o o
o O OAG AcO OMe
OAc NH OAc
Ac

'H NMR (CDCl3) 85.74 (dt, 1 H, H-8"), 5.72 (d, 1 H, NH), 5.38 (d, J;.4 = 2.8 Hz, 1 H, H-4"),
5.33 (dd, J;g = 9.3 Hz, 1H, H-7"), 5.12 (dd, J, 5 = J54 = 9.6 Hz, 1 H, H-3), 5.05 (dd, J;» = 8.0
Hz, b5 = 10.2 Hz, H-2"), 4.99 (dd, J.» = 8.0 Hz, 5 = 9.7 Hz, 1 H, H-2'), 4.97 (m, 2 H, H-
4", 4.95 (dd, J.» = 8.0 Hz, 13 = 9.8 Hz, 1 H, H-2), 4.91 (dd, J,» = 7.9 Hz,1 H, H-1"), 4.86
(Ot, Jseqa = 4.6 HZ, Jaaxa = Ja5 = 12.0 Hz, 1 H, H-4"), 4.83 (d, 4 = 2.6 Hz, H-4"), 4.75 (dd,
Js6 = 9.9 Hz, Js7 = 1.8 Hz, H-6), 4.61 (dd, 1 H, H-3"), 457 (dd, J»3 = 9.8 Hz, Js4 = 2.6 Hz,
1 H, H-3"), 453 (dd, 1 H, H-6), 4.51 (d, J;> = 8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.39-4.37 (m, 2 H, H-1', H-
1", 4.32 (dd, Joagp = 12.3 Hz, Jg.p = 2.1 Hz, H-9b'), 4.26 (dd, Jsaep = 12.2 Hz, Js.6a = 6.1 Hz,
1 H, H-6d"), 4.13 (dd, Js¢ = 9.8 Hz, H-5"), 4.13 (d, 1 H, NH), 4.00 (dd, Js¢s = 5.8 Hz, 1 H,
H-9a"), 3.75 (s, 3 H, COOCH3"), 3.71 (bt, 1 H, H-5"), 3.55 (m, 1 H, H-5), 3.46-3.44 (m, 2
H, H-6a" H-3'), 3.43 (dd, Jeasb = 11.0 Hz, Js6p = 7.8 Hz, H-6b"), 2.59 (dd, Jaax3eq = 12.2 Hz,
Jseqa = 4.6 Hz, 1 H, H-3eq'), 2.21 — 1.35 (17s, 51 H, 15 OAc, 2 NAC), 1.93 (dd, Jsax4 = 12.0
Hz, 1 H, H-3ax").

[MPEG][DOX]yl-4-O-B-D-galactopyranoside (81)

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyltrichloroacetimidat (495 mg, 1 mmol, 79),
MPEG-DOX-OH (2.6 g, 0.54 mmol, 78) und Molsieb MS 3 A (1 g) werden unter Argon in
trockenem Dichlormethan gel6st. Man |3t die Mischung fir 1 h bei Raumtemperatur riihren
und kuhlt dann auf 0°C. Nach Zugabe von Trimethylsilyltrifluoromethansulfonat (TMSOTT,
96 pl, 0.54 mmol) rdhrt man erneut fir 45 min. Anschlief3end gibt man Diisopropylethylamin
(85 pl) hinzu und 183 fur weitere 10 min rthren. Die Mischung wird filtriert. Zur Ausfallung
wird mit einem Uberschu tert-Butylmethylether (100 ml) versetzt. Das Polymer wird
abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen.. Man erhdt Verbindung 80, die nach AAV 2
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(Variante b) mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en (DBU) deacetyliert wird. Die
Aufarbeitung erfolgt analog durch Ausfalung mit tert-Butylmethyl-ether (100 ml) und
Filtration. Das so erhaltene Rohprodukt wird aus heifem Ethanol (75 ml) umkristallisiert.
Man erhdlt Verbindung 81 in 84% Ausbeute (2.43 Q).

OH OH

gelblicher amorpher Feststoff o
[a]o2= -43.1° (c 0.8, CHCls) HO%O—DOX_MPEG

OH
'H NMR (D,0O) 57.75-7.63 (m, 4 H, ArH), 574 (m, 2 H, OCHAr), 559 (m, 2 H,
ArOCH,PEG), 4.83 (d, J.2=7.9 Hz, 1 H, H-1), 4.80-4.50 (CH,0), 4.36 (OCHs), 3.91 (dd,
J3=10.6 Hz, 1 H, H-2), 3.87-3.81 (m, 2 H, H-6a, H-6b), 3.81 (dd, J,5 = 10.6 Hz, J;4 = 9.8
Hz, 1H, H-3), 3.59 (dd, J;4=9.8 Hz, 1 H, H-4), 3.50 (ddd, Js5=9.6 Hz, Js6a= 6.0 Hz,
Jsep = 2.0 Hz, 1 H, H-5).
'H NMR (D,0) 8 139.07-127.84 (Ar-C), 108.32 (OCH,AT), 104.17 (C-1), 75.33 (C-5), 73.01
(C-3), 70.98 (C-2), 68.95 (C-4), 68.52 (CH,0), 61.19 (C-6), 23.43 (OCHj).

[M PEG][DOX]yl-4-O-2-acetamido-2-deoxy-3-D-glucopyranosid (91).
4-0O-2-acetamido-2-deoxy-3,4,6-tri-O-acetyl--D-glucopyranosylchlorid (914 mg, 2.5 mmol,
5 Aquiv., 89) und MPEG-DOX-OH (2.6 g, 0.5 mmol, 1 Aquiv., 78) werden unter Argon in
trockenem Dichlormethan gelost und mit Silbertrifluormethansulfonat (514 mg, 2 mmol, 4
Aquiv.) versetzt. Unter RickfluR 1aR3t man die Mischung firr 8 h rithren. Die Mischung wird
filtriert. Zur Ausfalung wird mit einem Uberschul tert-Butylmethylether (120 ml) versetzt.
Das Polymer wird abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen.. Man erhdt Verbindung 90,
die nach AAV 2 (Variante b) mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en (DBU) deacetyliert wird.
Die Aufarbeitung erfolgt analog durch Ausfalung mit tert-Butylmethyl-ether (120 ml) und
Filtration. Das so erhaltene Rohprodukt wird aus heif}em Ethanol (80 ml) umkristallisiert.
Man erhélt Verbindung 91 in 87% Ausbeute (2.54 g).

OH
gelblicher amorpher Feststoff HO %
[0]p?°=-23.5° (c 0.5, CHCl3) HO ~ O—DOX—MPEG
Ac

'H NMR (D;0) & 7.75-7.62 (m, 4 H, ArH), 575 (m, 2 H, OCH,Ar), 558 (m, 2 H,
ArOCH,PEG), 4.80-4.50 (CH,0, H-1), 4.36 (OCH3), 3.89 (dd, 1 H, H-6b), 3.70 (dd, 1 H,
H-6a), 3.59 (dd, Jo3 = 10.2 Hz, 1 H, H-2), 3.53 (dd, J»3 = 10.2 Hz, Js4 = 9.6 Hz, 1 H, H-3),
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3.41 (ddd, Js5 = 9.2 Hz, Js6a = 6.4 Hz, Js6o = 2.2 Hz, 1 H, H-5), 3.30 (dd, Js4 = 9.6 Hz, 1 H,
H-4), 2.03 (COCHy).

3C NMR (D,0) 8 175.71 (C=0), 139.23-127.97 (Ar-C), 108.37 (OCH,Ar), 101.87 (C-1),
76.69 (C-5), 74.28 (C-3), 70.69 (C-4), 68.45 (CH,0), 61.47 (C-6), 54.51 (C-2), 23.39
(OCHs).

[MPEG][DOX]yl-4-O-[ B-D-galactopyr anosyl]-B-D-glucopyranosid (94).
4-0-[2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-gal actopyranosyl]-2,3,4,6-tetra-O-acetyl -a-D-glucopyrano-
syltrichloroacetimidat (938 mg, 1.2 mmol, 92), MPEG-DOX-OH (3.1 g, 0.6 mmol, 78) und
Molsieb MS 3 A (1 g) werden unter Argon in trockenem Dichlormethan gelst. Man 183t die
Mischung fur 1 h bel Raumtemperatur rihren und kihlt dann auf —20°C. Nach Zugabe von
Trimethylsilyltrifluoromethansulfonat (TMSOTf, 108 pl, 0.6 mmol) ridhrt man fir 6 h.
Anschlief3end gibt man Diisopropylethylamin (100 pl) hinzu und 183 fir weitere 10 min
riihren. Zur Ausfallung wird mit einem UberschuB tert-Butylmethylether (180 ml) versetzt.
Das Polymer wird abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen.. Man erhdt Verbindung 93,
die nach AAV 2 (Variante b) mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en (DBU) deacetyliert wird.
Die Aufarbeitung erfolgt analog durch Ausfalung mit tert-Butylmethyl-ether (180 ml) und
Filtration. Das so erhaltene Rohprodukt wird aus heif3em Ethanol (150 ml) umkristallisiert.
Man erhalt Verbindung 94 in 76% Ausbeute (2.49 g).

HO  OH oH

gelblicher amorpher Feststoff % o
[0]p?° = -19.4° (c 0.6, CHCl5) HO HO O—DOX—MPEG

oH OH
'H NMR (D;0) 57.76-7.63 (m, 4 H, ArH), 575 (m, 2 H, OCHAr), 557 (m, 2 H,
ArOCH,PEG), 4.80-4.50 (CH,O, H-1', H-1), 436 (OCH3), 3.99 (dd, Jsga=5.1 Hz,
Jeasb = 12.3 Hz, 1 H, H-6a), 3.89 (dd, J,3 = 10.5 Hz, 1 H, H-2'), 3.85-3.80 (m, 3 H, H-6a, H-
6b', H-6b), 3.79 (dd, J,3=10.5 Hz, J3,=9.9 Hz, 1 H, H-3), 3.67-3.65 (m, 2 H, H-4, H-3),
3.63 (ddd, Jsga=5.1 Hz, Js6p = 2.2 Hz, 1 H, H-5), 3.61 (dd, J34=10.2 Hz, 1 H, H-4"), 3.52
(ddd, J45 = 9.9 HZ, J5 65 = 5.9 Hz, J56p = 1.9 Hz, 1 H, H-5), 3.35 (dd, J,3 = 9.2 Hz, 1 H, H-2).
3C NMR (D20) & 139.18-127.99 (Ar-C), 108.42 (OCHAr), 103.55 (C-1), 103.13 (C-1Y),
78.77 (C-4), 75.54 (C-5), 74.89 (C-3), 74.63 (C-5), 72.97 (C-2), 72.93 (C-3), 71.17 (C-2),
68.93 (C-4), 68.31 (CH,0), 61.13 (C-6"), 57.22 (C-6), 23.47 (OCHj3).
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[MPEG][DOX]yl-4-O-[ B-D-galactopyr anosyl]-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid
(97).

4-0-[2,3,4,6-Tetra-O-acetyl - 3-D-gal actopyranosyl ] - 2-acetami do-2-deoxy-3,4,6-tri-O-acetyl -
B-D-glucopyranosylchlorid (1.635 g, 2.5 mmol, 5 Aquiv., 95) und MPEG-DOX-OH (2.6 g,
0.5 mmol, 1 Aquiv., 78) werden unter Argon in trockenem Dichlormethan gel6st und mit
Silbertrifluormethansulfonat (514 mg, 2 mmol, 4 Aquiv.) versetzt. Unter RickfluR 143t man
die Mischung fur 10 h rihren. Die Mischung wird filtriert. Zur Ausfalung wird mit einem
Uberschul? tert-Butylmethylether (150 ml) versetzt. Das Polymer wird abfiltriert und mit
Dichlormethan gewaschen.. Man erhdlt Verbindung 96, die nach AAV 2 (Variante b) mit 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) deacetyliert wird. Die Aufarbeitung erfolgt analog
durch Ausfalung mit tert-Butylmethyl-ether (150 ml) und Filtration. Das so erhaltene
Rohprodukt wird aus heifem Ethanol (100 ml) umkristallisiert. Man erhdt Verbindung 97 in
81% Ausbeute (2.68 g).

HO OH
o OH
gelblicher amorpher Feststoff H 0
OH H O—DOX—MPEG
NH
Ac

[a]p® = -27.8° (c 0.5, CHCl3)

'H NMR (D,0O) 57.76-7.63 (m, 4 H, ArH), 574 (m, 2 H, OCHAr), 557 (m, 2 H,
ArOCH,PEG), 4.80-4.50 (CH0, H-1), 4.45 (d, J;» = 7.6 Hz, 1 H, H-1'), 4.36 (OCH3), 3.91
(m, 2 H, H-6a, H-4'), 3.82 (dd, J23 = 10.3 Hz, 1 H, H-2), 3.86 (dd, 1 H, H-6b), 3.77-3.74 (m, 2
H, H-6a, H-6b"), 3.73-3.71 (m, 2 H, H-3, H-4), 3.69 (m, 1 H, H-5"), 3.65 (dd, J» 3 = 10.2 Hz,
Jzu4 = 3.2 Hz, 1 H, H-3), 351 (dd, J»3 = 10.2 Hz, 1 H, H-2), 3.59 (ddd, Js5=9.5 Hz,
Js6a= 5.9 Hz, Js6p = 1.9 Hz, 1 H, H-5), 2.03 (COCH3).

3C NMR (D,0) & 175.27 (C=0), 139.34-127.91 (Ar-C), 108.57 (OCH,Ar), 103.79 (C-1),
103.36 (C-1), 79.05 (C-4), 75.83 (C-5), 75.27 (C-5), 73.35 (C-3), 73.03 (C-3), 71.49 (C-2),
69.07 (C-4), 68.42 (CH,0), 61.55 (C-6), 60.69 (C-6), 55.81 (C-2), 22.81 (COCH3), 23.43
(OCHs).

p-Acetoxybenzyl-B-D-galactopyr anosyl-4-O-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid
(97a)

Verbindung 91 und p-Np-BGal werden gemald AAV 4 mit Bacillus circulans (3-Gal actosidase
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 97 in 19% Ausbeute. Die
Aufarbeitung erfolgt gemal3 AAV 13. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt geméald AAV 16.
Man erhalt 97a in einer Gesamtausbeute von 9 mg (18%).



130  Experimenteller Teil

97a C3H47NO1g (M 79776) OAc OAc
20 0 OAc
[a]p™ =+6.1° (c 0.8, CHCly)
AcO o] Q
weil3er amorpher Feststoff OAc AcO O-DOX—-0Ac
NH

Ac
'H NMR (CDCl3)  7.33-7.29 (m, 4 H, Ar-H), 5.32 (d, Js 4 = 3.4 Hz, 1 H, H-4'), 5.09 (m, 2 H,

CH,0AC), 5.06 (dd, Jy» =8.0Hz, , 3 = 9.9 Hz, 1 H, H-2)), 5.01 (dd, J;.4 = 9.2 Hz, 1,5 = 9.8
Hz, 1H, H-3),4.97 (d, J»3 =9.9Hz, J3 4 = 3.4 Hz, 1 H, H-3), 4.87 (d, 1 H, OCH,HLAr), 4.62
(d, J12=7.8Hz, 1H, H-1), 457 (d, 1 H, OCH HuATr), 4.51 (d, J;: » = 8.0 Hz, 1 H, H-1'), 4.15-
4.08 (m, 2 H, H-6a, H-6b"), 4.25 (dd, 1 H, H-6a), 4.15 (dd, 1 H, H-6b), 3.96 (dd, J,» = 7.8 Hz,
b3 =9.8Hz, 1H, H-2),3.85(m, 1 H, H-5), 3.69 (dd, J34 = 9.2 Hz, J45 = 9.9 Hz, 1 H, H-4),
3.53 (ddd, Js5 = 9.9 Hz, J5.6a = 1.6 HZ, Js.6p = 5.2 Hz, 1 H, H-5), 2.11-1.91 (8s, 24 H, 7 OAc, 1
NAC).

3C NMR (CDCl3) 6 170.83-168.95 (C=0), 137.03-128.33 (Ar-C), 100.07 (C-1'), 99.37 (C-1),
74.76 (C-4), 71.89 (C-5), 71.32 (C-3), 70.14 (CH,0Ac), 70.02 (C-3'), 69.90 (C-5"), 68.24 (C-
2), 65.88 (C-4'), 61.52 (C-6), 60.14 (C-6), 55.99 (CH,0), 53.29 (OCH3), 52.39 (C-2), 23.23-
20.41 (CHa).

p-Acetoxybenzyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e)-(2-3)-2-acetamido-2-desoxy-[3-D-glucopyranosid (98a)

Die Verbindungen 91 und 18 werden 28 h gema3 AAV 15 mit Salmonella typhimurium
Sialidase inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdt man Verbindung 98 zunéchst in
13% Ausbeute. Das frisch geféllte Polymer wurde nach Trocknung erneut nach AAV 15
inkubiert und die Ausbeute so auf 21%, in einem dritten Zyklus auf 24% gesteigert. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt gemald AAV 16. Man erhdlt 98a in einer Gesamtausbeute
von 12 mg (22%).

AcO OAc OAc
98a C42H56N2022 (M 94090) COOMe o
[a]o2= -3.2° (¢ 0.5, CHCls) Ao o728 O—DOX—OAc
_ AcHN NH
weil3er amorpher Feststoff AcO Ac

'H NMR (CDCl3) 8 7.35-7.29 (m, 4 H, Ar-H), 5.51-5.48 (m, 2 H, H-3, H-8), 5.37 (dd, J7g =
9.0 Hz, Jg7 = 2.7 Hz, 1 H, H-7), 5.11 (M, 2 H, CH,0AC), 4.89 (d, J1»=7.9 Hz, 1 H, H-1),
4.86-4.83 (M, 2 H, H-4', OCHaHuAr), 4.53 (d, 1 H, OCHaHuAT), 4.29 (dd, Jgex = 2.7 Hz,
Jozoy = 3.0 Hz, 1 H, H-94), 4.20 (dd, Jg.ay = 5.6 Hz, Jox oy = 3.0 Hz, 1 H, H-90), 4.11 (dd,
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Js6b = 4.9 Hz, Jsaep = 12.0 Hz, 1 H, H-6b), 3.92 (t, J45 = 6.0 Hz, 1 H, H-5), 3.75 (dd, J34 = 8.9
Hz, Js5 = 6.0 Hz, 1 H, H-4), 3.69-3.62 (m, 1 H, H-2), 3.61 (dd, Js.7» = 2.7 Hz, J5 6 = 11.3 Hz,
1 H, H-6"), 2.59 (dd, Jsea = 4.7 HZ, Jzax 36 = 12.1 Hz, 1 H, H-3eq), 2.27-1.90 (9s, 27 H, 7
OAC, 2 NAC), L.71 (t, Jsac.a = 12.4 HZ, Jzax 3e¢ = 12.1 Hz, 1 H, H-3ax),

13C NMR (CDCl5) 8 171.10-169.27 (C=0), 168.02 (C-1'), 137.12-128.65 (Ar-C), 99.67 (C-1),
96.97 (C-2)), 77.39 (C-5), 71.65 (C-3), 71.97 (C-4), 71.93 (C-6, 70.29 (CH,OAcC), 69.17
(C-4), 67.62 (C-8), 67.19 (C-7"), 66.03 (CH,0), 62.31 (C-9)), 62.11 (C-6), 54.61 (C-2), 53.23
(OCHs), 49.05 (C-5'), 37.44 (C-3), 23.22-20.19 (COCHy).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsaur e)-(2-6)-2-acetamido-2-desoxy-[-D-glucopyranosid (99a)
Die Verbindungen 91 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Vibrio cholerae Siaidase
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 99 in 17% Ausbeute. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt gemald AAV 16. Man erhdlt 99a in einer Gesamtausbeute
von 9 mg (16%).

AcO OAcC

COOMe
99a C42Hs6N2022 (M 940.90) AcO o o
AcH 'ACO Q

[0]p™°=-2.5° (c 0.5, CHCl3) AcO ACO 0—DOX—0Ac
weiRer amorpher Feststoff XCH

'H NMR (CDCl3) 5 7.36-7.28 (m, 4 H, Ar-H), 5.69 (ddd, Jg = 9.2 Hz, Jg.0a = 25 Hz, Jg.ov =
5.8 Hz, 1 H, H-8), 5.53 (dd, Js.7 = 2.5 Hz, J7.¢ = 9.2 Hz, 1 H, H-7)), 5.25 (dd, J23 = 9.8 Hz,
J34 = 9.7 Hz, 1 H, H-3), 5.15 (m, 2 H, CH,0AC), 5.12 (dd, J34 = 9.7 Hz, J45 = 10.1 Hz, 1 H,
H-4), 4.84 (d, 1 H, OCHZHbAr), 4.81 (ddd, Jx 5 = 9.9 Hz, 1 H, H-4"), 4.68 (d, J;,=8.0 Hz, 1
H, H-1), 4.59 (dd, Jg ga = 2.5 HZ, Joxapy = 12.5 Hz, 1 H, H-9a), 4.51 (d, 1 H, OCH-HuAT), 4.36
(dd, Jg o = 5.8 Hz, Joz oy = 12.5 Hz, 1 H, H-9b"), 4.27 (ddd, Js5 = 9.9 Hz, Js.¢ = 10.2 Hz, 1
H, H-5), 4.08 (dd, Js.¢ = 10.2 Hz, Jg7» = 2.5 Hz, 1 H, H-6), 4.05 (dd, Jsa6a = 5.9 HZ, Jsasb =
10.3 Hz, 1 H, H-6a), 3.93 (dd, Jo3 = 9.8 Hz, 1 H, H-2), 3.77 (m, 1 H, H-5), 3.65 (dd, Jsaep =
7.5 Hz, Joaeb = 10.3 Hz, 1 H, H-6b), 3.34 (s, 3 H, OMe), 2.71 (dd, Jseqa = 4.6 Hz,
Jaeq3ax = 12.4 Hz, 1 H, H-3eq), 2.19-1.72 (95, 27 H, 7 OAc, 2 NAC), 1.95 (t, Jaac.a = 12.0 Hz,
Jaax 3eq = 12.4 Hz, 1 H, H-3ax’).

3C NMR (CDCl5) 8 171.13-169.28 (C=0), 168.27 (C-1'), 137.05-128.27 (Ar-C), 99.38 (C-1),
96.85 (C-2),77.69 (C-5), 71.75 (C-4), 70.18 (CH,OAC), 68.47 (C-3), 66.52 (CH,0), 65.97
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(C-6), 71.59 (C-6), 69.03 (C-4), 67.31 (C-8), 67.16 (C-7), 62.35 (C-9), 54.67 (C-2), 53.24
(OCHa), 49.11 (C-5), 37.23 (C-3), 22.93-20.18 (CHs3).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsaur e)-(2-6)-B-D-galactopyranosid (100a)

Die Verbindungen 81 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Vibrio cholerae Siaidase
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 100 in 15% Ausbeute. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt geméal? AAV 16. Man erhédlt 100a in einer Gesamtausbeute
von 8 mg (13%).

100a C42HssNO23 (M 941.88) AcQ OAc
COOMe
[G] D20 =+52° (C 0.3, CHCI 3) \_w\ OAcC
AcO O O—
weiRer amorpher Feststoff AcH %
AcO ACO. O0—DOX—0Ac

OAc

'H NMR (CDCl3) & 7.35-7.30 (m, 4 H, Ar-H), 5.77 (dd, J34=3.6Hz,Js5=1.2Hz, 1H, H-4),
5.67 (ddd, J7 g = 8.9 Hz, Jg 95 = 2.6 Hz, Jg 9y = 5.6 Hz, 1 H, H-8), 5.59 (dd, J,3=9.9. Hz, 1
H, H-2), 5.49 (dd, Js 7 = 2.2 Hz, J7 g = 9.2 Hz, 1 H, H-7"), 5.31 (dd, J,3 = 9.9. Hz, J34, = 3.6
Hz, 1 H, H-3), 5.11 (m, 2 H, CH»0AC), 4.86 (d, 1 H, OCH HuAT), 4.83 (ddd, Js 5 = 10.2 Hz, 1
H, H-4), 4.79 (d, J12,=7.8 Hz, 1 H, H-1), 4.57 (dd, Jg 02 = 2.6 HZ, Joq 9 = 12.3 Hz, 1 H, H-
9a), 4.53 (d, 1 H, OCH HuAT), 4.37 (dd, Jg 9 = 5.6 Hz, Joaop = 12.3 Hz, 1 H, H-9b"), 4.31
(ddd, J4 5 = 10.2 Hz, J5 ¢ = 10.4 Hz, 1 H, H-5), 4.11 (dd, Js ¢ = 10.4 Hz, Jg 7 = 2.2 Hz, 1 H,
H-6"), 4.05 (dd, Jsa6a = 5.9 Hz, Jea6p = 10.3 Hz, 1 H, H-6a), 3.79 (m, 1 H, H-5), 3.61 (dd, Jsa6b
= 75 Hz, Jeasp = 10.3 Hz, 1 H, H-6a), 3.31 (s, 3 H, OMe), 2.70 (dd, Jzeq4 = 4.7 Hz,
Jzeq 3ac = 12.6 Hz, 1 H, H-3eq’), 2.15-1.70 (9s, 27 H, 8 OAc, NAc), 1.97 (t, Jzax.a = 11.9 Hz,
Jzax 3eq = 12.6 Hz, 1 H, H-3ax’).

B¥C NMR (CDCl3) 6 170.94-169.12 (C=0), 168.31 (C-1'), 136.99-128.03 (Ar-C), 99.78 (C-1),
96.72 (C-2), 71.63 (C-6'), 70.87 (C-5), 70.37 (C-3), 70.22 (CH,0OAC), 68.97 (C-4), 68.39 (C-
2), 67.42 (C-8), 66.98 (C-4), 66.95 (C-7"), 66.38 (CH»0), 66.07 (C-6), 62.21 (C-9'), 53.31
(OCHs3), 49.03 (C-5)), 37.28 (C-3)), 22.89-20.25 (CH5).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e)-(2-3)-B-D-galactopyranosid (101a)

Die Verbindungen 81 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Salmonella typhimurium
Sialidase inkubiert. Nach Ausfélung des Polymers erhdlt man Verbindung 99 in 16%
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Ausbeute. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt gemad AAV 16. Man erhdt 101a in einer
Gesamtausbeute von 8 mg (15%).

OA
101a CyHssNOz5 (M 941.88) A€ ¢ COOMeOA: OAC
[a]p®=-1.9° (c 0.3, CHCl3) o o o

] AcHN o O—DOX—0Ac
weil3er amorpher Feststoff "eO

OAc

'H NMR (CDCls) 8 7.33-7.29 (m, 4 H, Ar-H), 551 (dd, J7g = 9.2 Hz, Jg 0« = 2.8 Hz, Jg o =
5.4 Hz, 1 H, H-8), 5.37 (dd, J7 ¢ = 9.2 Hz, Js 7 = 2.8 Hz, 1 H, H-7"), 5.09 (m, 2 H, CH,OAC),
4.87 (m, 2 H, H-4, OCHZHbATr), 4.85 (m, 1 H, H-4'), 457 (d, 1 H, OCHaHuAT), 4.55 (d,
J12=8.0Hz, 1H, H-1), 451 (dd, J25 = 10.2 Hz, J34, = 3.4 Hz, 1 H, H-3), 4.31 (dd, Jg 0« = 2.8
Hz, Joz oy = 3.2 Hz, 1 H, H-9a), 4.22 (dd, Jg oy = 5.4 Hz, Joa oy = 3.2 Hz, 1 H, H-9b"), 3.87 (t,
Jas = 5.9 Hz, 1 H, H-5), 3.84 (s, 3 H, OCHa), 3.77 (s, 3 H, OCHz), 3.65 (dd, Js 7 = 2.8 Hz,
Jse = 114 Hz, 1 H, H-6), 2.60 (dd, Jseg.4 = 4.6 HZ, Jaac3e = 11.9 Hz, 1 H, H-3eq), 2.23-
1.86 (8s, 24 H, 7 OAc, 1 NAC), 1.72 (t, Jsax.a = 12.0 HZ, Jax 36 = 11.9 Hz, 1 H, H-3ax).

3C NMR (CDCls) & 170.95-169.34 (C=0), 167.85 (C-1'), 137.35-128.51 (Ar-C), 100.34
(C-2), 99.47 (C-1), 96.68 (C-2), 75.67 (C-5), 71.79 (C-6), 71.51 (C-3), 70.33 (C-2), 70.28
(CH,0AC), 69.27 (C-4), 67.38 (C-8), 67.13 (C-7'), 67.05 (C-4), 66.07 (CH-0), 62.33 (C-9),
61.40 (C-6), 53.32 (OCHs3), 48.91 (C-5'), 37.49 (C-3), 23.34-20.22 (COCHs).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e-(2-6)-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (102a)

Die Verbindungen 94 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Vibrio cholerae Siaidase
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 102 in 16% Ausbeute. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt gemal3 AAV 16. Man erhédlt 102a in einer Gesamtausbeute
von 7 mg (14%).

AcC OAC
COOM
102a CsH7NOg; (M 1230.14) oAc
20 0 o 2 o- Q Ohe
(oo™ =+11.1" (c0.4, CHCI,) AcO Aco&/oﬁ/O—DOX—OAC
weiRer amorpher Feststoff OAc AcO

OAc

'H NMR (D;0) 8 7.37-7.31 (m, 4 H, Ar-H), 5.73 (dd, J3.4 = 3.6 Hz, Jy5 = 1.2 Hz, 1 H, H-4)),
5.65 (ddd, J7g = 9.0 Hz, Jggx = 2.5 Hz, Jgr g = 5.8 Hz, 1 H, H-8"), 5.59 (dd, J» 3 = 10.0. Hz,
1H, H-2), 5.48 (dd, Jo 7 = 2.5 Hz, g = 9.0 Hz, 1 H, H-7"), 5.29 (dd, J».3 = 10.0 HZ, Jg o =
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3.5 Hz, 1 H, H-3), 5.14 (d, J,5= 9.3 Hz, 1 H, H-3), 5.09-5.06 (M, 2 H, CH,OAc, H-4), 4.87-
4.85 (M, 1 H, OCH.HWAT), 4.82-4.79 (m, 2 H, H-4", H-1), 4.74 (d, J.,=8.0 Hz, 1 H, H-1),
455 (dd, Jgr o = 2.5 Hz, Joxgy = 12.6 Hz, 1 H, H-9a"), 4.51 (m, 1 H, OCHaH,Ar), 4.33 (dd,
Jor o = 5.8 Hz, Joar o = 12.6 Hz, 1 H, H-90"), 4.27 (ddd, Js 5 = 10.0 Hz, Jg g+ = 10.5 Hz, 1 H,
H-5"), 4.09 (dd, Js ¢ = 10.5 Hz, Jg7» = 2.5 Hz, 1 H, H-6"), 4.04 (dd, Jsxr 6z = 6.2 HZ, Jear 6 =
10.6 Hz, 1 H, H-64), 3.83 (M, 1 H, H-5)), 3.67 (dd, Jsx.es = 7.5 Hz, Jer ey = 10.6 Hz, 1 H, H-
6b"), 3.65 (ddd, Js5 = 9.3 Hz, 1 H, H-5), 3.35 (s, 3 H, OMe), 2.70 (dd, Jaeg4* = 4.6 Hz,
Jeegraac =122 Hz, 1 H, H-3eg"), 2.19-157 (125, 36 H, 11 OAc, 1 NAc), 1.97 (t,
Jsaca = 119 HZ, Jsaezey = 12.2 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (CDCl3) & 171.32-169.27 (C=0), 167.85 (C-1"), 137.15-128.19 (Ar-C), 103.65
(C-1), 99.82 (C-1), 96.79 (C-2"), 84.72 (C-3), 82.97 (C-2), 77.64 (C-5), 73.39 (C-4), 71.73
(C-6"), 70.27 (C-3), 70.25 (CH,0AC), 70.10 (C-5), 69.28 (C-6), 68.83 (C-4"), 68.35 (C-2),
67.32 (C-8"), 67.09 (C-7"), 66.29 (C-4), 65.97 (C-6), 65.87 (CH,0), 62.35 (C-9"), 53.26
(OCHs), 48.65 (C-5"), 37.23 (C-3"), 23.21-20.40 (COCHy).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e-(2-3)-4-O-(B-D-galactopyranosyl)-B-D-glucopyranosid (103a)

Die Verbindungen 94 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Salmonella typhimurium
Sialidase inkubiert. Nach Ausfallung des Polymers erhdlt man Verbindung 103 in 15%
Ausbeute. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt gemald AAV 16. Man erhédlt 103a in einer

Gesamtausbeute von 7 mg (14%).

103a Cs54H71NO3; (M 1230.14)  AcQ OAc

COOMepAc OAc OAC
20 _ o
[0]p® = +9.7° (c 0.3, CHCl5) ARSR 2 O&O%
O—DOX—0Ac

weiRer amorpher Feststoff AcO OAc ACO —
IH NMR (CDCls) 5 7.37-7.31 (m, 4 H, Ar-H), 5.47 (dd, J»g = 9.3 Hz, Jg- o = 3.0 Hz, Jg gt =
5.5Hz, 1 H, H-8"), 5.37 (dd, J»¢ = 9.3 Hz, Jo.7» = 25 Hz, 1 H, H-7"), 5.19 (dd, Ja.4 = 9.5 Hz,
H-3), 5.08 (M, 2 H, CH,OAC), 501 (dd, Jss = 9.7 Hz, 1 H, H-4), 484 (m, 2 H, H-4,
OCH.HbAT), 4.83 (M, 1 H, H-4"), 4.76 (d, J1,= 7.9 Hz, 1 H, H-1), 4.58 (d, 1 H, OCH.HyAT),
457 (d, Jr»=8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.53 (dd, J» 5 = 10.0 Hz, J3.» = 3.6 Hz, 1 H, H-3), 4.33 (dd,
Jgox = 3.0 HZ, Jowr gy = 3.1 Hz, 1 H, H-9a"), 4.27 (dd, Jg o = 5.5 HZ, Joeay = 3.1 Hz, 1 H,
H-9b"), 3.93 (t, Jrs = 5.9 Hz, 1 H, H-5), 3.79 (s, 3 H, OCH3), 3.68 (dd, Jg 7 = 2.5 Hz, Jgr g =
111 Hz, 1 H, H-6"), 367 (t, Jss = 93 Hz, 1 H, H-5), 261 (dd, Jsey s =4.9 Hz,
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Jsacaer = 121Hz, 1 H, H-3eq"), 2.29-1.81 (8s, 24 H, 7 OAc, 1 NAc), 173 (t,
Jsacar = 12.0 HZ, Jaezaq = 12.1 Hz, 1 H, H-3ax").

13C NMR (CDCl3) & 171.10-169.48 (C=0), 167.93 (C-1"), 136.97-128.30 (Ar-C), 103.87
(C-1), 99.97 (C-1), 96.75 (C-2"), 84.85 (C-3), 83.03 (C-2), 77.80 (C-5), 75.30 (C-5), 73.29
(C-4), 71.76 (C-6"), 71.27 (C-3), 70.13 (CH,OAC), 70.08 (C-2), 69.19 (C-6), 69.04 (C-4"),
67.53 (C-8"), 67.01 (C-7"), 66.85 (C-4), 65.86 (CH,0), 62.21 (C-9"), 61.17 (C-6), 53.14
(OCHs), 48.84 (C-5"), 37.19 (C-3"), 23.10-20.29 (COCHy).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e)-(2-6)-4-O-(3-D-galactopyr anosyl)-2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyr anosid
(104a)

Die Verbindungen 97 und 18 werden 16 h gema3 AAV 14 mit Vibrio cholerae Siaidase
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 104 in 12% Ausbeute. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt geméald AAV 16. Man erhédlt 104a in einer Gesamtausbeute
von 6 mg (11%).

AC OAcC

104a C54H72N2030 (M 1229.15)AAﬁd-‘ O_OAC 5 OAC
[C(] DZOZ +8.9° (C 0.4, CHC|3) ¢ AcO A O&/o @]
_ ¢ one ACO 0—DOX—OAc
wei3er amorpher Feststoff NH
Ac

'H NMR (CDCl3) 87.35-7.29 (m, 4 H, Ar-H), 5.75 (dd, J3.4 = 3.7 Hz, Js5 = 1.6 Hz, 1 H, H-
4, 5.65 (ddd, J7 g = 9.4 Hz, Jgrox = 2.6 Hz, Jggr = 5.7 Hz, 1 H, H-8"), 5.59 (dd, J».3 = 9.8.
Hz, 1 H, H-2), 5.53 (dd, J»3 = 9.8 Hz, Js4 = 8.6 Hz, 1 H, H-3), 5.43 (dd, Jo 7 = 2.4 Hz, Jpg
= 94 Hz, 1 H, H-7"), 5.28 (dd, J»3 = 9.8 Hz, Js» = 3.7 Hz, 1 H, H-3), 5.11 (m, 2 H,
CH,0AC), 4.91 (d, J1»=7.8 Hz, 1 H, H-1), 4.86 (d, 1 H, OCH,HuAr), 4.83-4.78 (m, 2 H, H-
4" H-1), 4.56 (dd, Jgga = 2.6 Hz, Jog.ap = 12.3 Hz, 1 H, H-9a"), 4.53-4.47 (m, 2 H, H-64,
OCHaHbAT), 4.37 (dd, Jgror = 5.7 Hz, Jewrer = 12.3 Hz, 1 H, H-90"), 4.27 (ddd, Jss = 9.9
Hz, Js¢ = 10.8 Hz, 1 H, H-5"), 4.15 (dd, Js ¢ = 4.7 HZ, Jeaep = 12.2 Hz, 1 H, H-6b), 4.12 (dd,
Js g = 10.8 Hz, Jg 7 = 2.4 Hz, 1 H, H-6"), 4.01 (dd, Jsu 6 = 5.9 Hz, Ja = 10.5 Hz, 1 H, H-
6d), 3.87 (t, Jus = 5.9 Hz, 1 H, H-5), 3.82 (m, 1 H, H-5)), 3.77 (dd, Js4 = 8.3 Hz, Ju5 = 9.8 Hz,
1 H, H-4), 3.67-3.61 (M, 2 H, H-2, H-6a), 3.37 (s, 3 H, OMe), 2.69 (dd, Jsega = 4.8 Hz,
Jeegraac =125 Hz, 1 H, H-3eq"), 2.23-1.63 (125, 36 H, 11 OAc, 1 NAc), 1.96 (t,
Jsaca = 1LOHZ, Jaaerzey = 125 Hz, 1 H, H-3ax").
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3C NMR (CDCl3) & 170.75-168.73 (C=0), 168.25 (C-1"), 137.12-128.21 (Ar-C), 100.15
(C-1'), 99.55 (C-1), 96.85 (C-2"), 74.83 (C-4), 71.92 (C-5), 71.59 (C-6"), 71.39 (C-3), 70.22
(CH,OAC), 70.15 (C-3), 69.97 (C-5), 69.14 (C-4"), 68.19 (C-2), 67.58 (C-8"), 67.07 (C-7"),
66.25 (C-4), 65.98 (CH,0), 65.93 (C-6), 62.25 (C-9"), 60.19 (C-6), 53.37 (OCHs), 52.53
(C-2), 49.14 (C-5"), 37.31 (C-3"), 23.19-20.38 (CHa).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e-(2-3)-4-O-(B-D-galactopyr anosyl)-2-acetamido-2-desoxy-B-D-glucopyranosid
(105a)

Die Verbindungen 97 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Salmonella typhimurium
Sialidase inkubiert. Nach Ausfallung des Polymers erhdlt man Verbindung 105 in 14%
Ausbeute. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt gemald AAV 16. Man erhédlt 105a in einer

Gesamtausbeute von 7 mg (12%).

AcQ OAc
105a CsaH7:N200 (M 1229.15) w'\ﬂeom onc N
AcO' o o
[alo™=+38° (03, CHCl) 43 %%
C
weil3er amorpher Feststoff NH

Ac

'H NMR (CDCl3) 8 7.32-7.27 (m, 4 H, Ar-H), 5.56 (dd, Jg = 8.9 Hz, Jg 02 = 2.6 Hz, Jg g1 =
5.2 Hz, 1 H, H-8"), 5.53 (dd, J23 = 9.7 Hz, J34 = 8.5 Hz, 1 H, H-3), 5.34 (dd, J;¢ = 8.9 Hz,
Jo = 26 Hz, 1 H, H-7"), 507 (m, 1 H, CH,OAc), 4.87-4.84 (m, 3 H, H-4, H-4",
OCHHuAr), 4.83 (d, J1»= 8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.57-4.55 (m, 2 H, OCHZHpAT, H-1'), 4.50-4.47
(m, 3 H, H-63, H-3', OCHHuAT), 4.31 (dd, Jg' gz = 2.6 Hz, Joz oo = 3.4 Hz, 1 H, H-9a"), 4.19
(dd, Jg g = 5.2 Hz, Joa gy = 3.4 Hz, 1 H, H-9b"), 4.12 (dd, Js 6o = 5.0 Hz, Jsaep = 11.9 Hz, 1
H, H-6b), 3.86 (t, Jy5 = 5.9 Hz, 1 H, H-5'), 3.83 (t, J45 = 10.0 Hz, 1 H, H-5), 3.75 (dd, J34 =
8.5 Hz, J;5 = 10.0 Hz, 1 H, H-4), 3.73 (s, 3 H, OCH3), 3.67-3.60 (m, 3 H, H-2, H-6a, H-6"),
2.59 (dd, Jseqra» = 4.7 HZ, Jsac3ep = 120 Hz, 1 H, H-3eq"), 2.23-1.86 (8s, 24 H, 7 OAc, 1
NAC), 171 (t, Jsaca» = 12.0 HZ, Jaax 36 = 12.0 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (CDCl3) & 171.21-169.52 (C=0), 167.84 (C-1"), 137.17-128.43 (Ar-C), 100.08
(C-1), 99.47 (C-1), 96.77 (C-2"), 78.13 (C-5), 75.30 (C-5), 74.53 (C-4), 71.78 (C-6"), 71.23
(C-3), 70.14 (CH,OAcC), 70.05 (C-2'), 69.09 (C-4"), 68.69 (C-3), 67.46 (C-8"), 66.98 (C-7"),
66.85 (C-4), 65.90 (CH,0), 62.25 (C-9"), 62.08 (C-6), 61.23 (C-6), 54.31 (C-2), 53.37
(OCHs), 48.91 (C-5"), 37.23 (C-3"), 23.23-20.19 (COCHs).



Experimenteller Tell 137

p-Acetoxybenzyl--D-galactopyr anosyl-3-O-2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosid
(106a)

Verbindung 91 und p-Np-BGal werden gemal3 AAV 5 mit -Galactosidase aus Rinderhoden
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 106 in 19% Ausbeute. Die
Aufarbeitung erfolgt gemal3 AAV 13. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt geméad AAV 16.
Man erhdlt 106a in einer Gesamtausbeute von 11 mg (21%).

106a 036H47N019 (M 797.76) OAc OAc OAc
20 _ o (0]
[G]D =L (C 06, CHCI3) Acow%%O—DOX—OAC
weil3er amorpher Feststoff OAc EH
c

'H NMR (CDCl3) & 7.34-7.27 (m, 4 H, Ar-H), 5.49 (m, 1 H, H-3), 5.30 (d, Js.« = 3.6 Hz, 1 H,
H-4), 5.10 (dd, Jr» = 8.1 Hz, , J»z = 10.2 Hz, 1 H, H-2), 5.09 (m, 1 H, CH,0ACc), 4.95 (d,
Jy = 10.2 Hz, Js4 = 3.6 Hz, 1 H, H-3), 4.87 (d, J.,=8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.85 (d, 1 H,
OCHaHbAT), 4.51 (d, 1 H, OCHaHpAT), 4.47 (d, Jr» = 8.1 Hz, 1 H, H-1), 4.17-4.11 (m, 2 H,
H-6a, H-6), 4.09 (dd, Js,6 = 5.0 Hz, Jeago = 11.8 Hz, 1 H, H-6b), 3.91 (t, J4s = 6.0 Hz, 1 H,
H-5), 3.83 (m, 1 H, H-5)), 3.71 (dd, Js4 = 9.0 Hz, J45 = 5.8 Hz, 1 H, H-4), 3.63 (m, 1 H, H-2),

2.16-1.84 (8s, 24 H, 7 OAc, 1 NAC).

13C NMR (CDCl3) & 170.65-169.13 (C=0), 137.26-128.57 (Ar-C), 100.32 (C-1), 99.39 (C-1),
77.28 (C-5), 75.61 (C-3), 72.08 (C-4), 70.11 (CH,0AC), 69.83 (C-3), 69.63 (C-5)), 68.75 (C-
2", 66.03 (CH,0), 65.37 (C-4)), 61.95 (C-6), 61.14 (C-6), 52.67 (C-2), 23.34-20.45 (CH3).

p-Acetoxybenzyl-5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e-(2-6)-3-O-(B-D-galactopyr anosyl)-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosid
(107a)

Die Verbindungen 105 und 18 werden 24 h gemal3 AAV 14 mit Vibrio cholerae Siaidase
inkubiert. Nach Ausféllung des Polymers erhdlt man Verbindung 107 in 10% Ausbeute. Die
Abspaltung vom Polymer erfolgt geméald AAV 16. Man erhédlt 107a in einer Gesamtausbeute
von 6 mg (9%).

Ac OAc
107a Cs4H7oN-0O3g (M 122915) COOMe
20 o o OAc OAc
[a]p?°=+3.9° (C0.3,CHCls)  AASQ —wo %

_ AcO ACO 0 O—DOX—0Ac
weil3er amorpher Feststoff v -

Ac
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'H NMR (CDCls) 8 7.37-7.29 (m, 4 H, Ar-H), 5.73 (dd, J3 4 = 3.6 Hz, Jy5 = 1.9 Hz, 1 H, H-
4'), 5.61 (ddd, J7g = 9.2 Hz, Jg 02 = 2.8 Hz, Jg9p» = 5.9 Hz, 1 H, H-8"), 5.52 (m, 2 H, H-2,,
H-3), 5.39 (dd, Jg 7 = 2.6 Hz, Jrg = 9.2 Hz, 1 H, H-7"), 5.25 (dd, J» 3 = 10.0 Hz, J3 4 = 3.6
Hz, 1 H, H-3), 5.10 (m, 1 H, CH,0AC), 4.88 (d, J12=8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.86-4.81 (m, 3 H,
H-4", H-1', OCHHpAr), 4.53 (dd, Jg' g2 = 2.8 HZ, Joar o = 12.1 Hz, 1 H, H-9a"), 4.52 (d, 1 H,
OCHaHWAI), 4.33 (dd, Jg-ap = 5.9 Hz, Joggyr = 12.1 Hz, 1 H, H-9b"), 4.25 (ddd, Js 5 = 9.6
Hz, Js¢ = 10.2 Hz, 1 H, H-5"), 4.11 (dd, Js 6o = 4.8 Hz, Jeaep = 12.2 Hz, 1 H, H-6b), 4.09 (dd,
Jgg = 10.2 Hz, Jg 7+ = 2.6 Hz, 1 H, H-6"), 3.97 (dd, Jsa 62 = 6.0 HZ, Jsa 6ty = 10.2 Hz, 1 H, H-
6a), 3.91 (t, J45 = 5.7 Hz, 1 H, H-5), 3.68 (dd, Js4 = 8.9 Hz, J45 = 6.2 Hz, 1 H, H-4), 3.77 (m,
1 H, H-5), 359 (m, 1 H, H-2), 358 (s, 3 H, OMe), 2.70 (dd, Jseqa =49 Hz
Jaeq 3ax = 12.2 Hz, 1 H, H-3eq"), 2.29-1.71 (12s, 36 H, 11 OAc, 1 NAc), 2.19-1.80 (8s, 24 H,
7 OAc, 1NAC), 1.95 (t, Jaa 4 = 11.9 HZ, Jaaxzeqr = 12.2 Hz, 1 H, H-3ax").

3C NMR (CDCl3) & 170.89-169.17 (C=0), 168.14 (C-1"), 137.23-128.74 (Ar-C), 100.32
(C-1), 99.73 (C-1), 96.77 (C-2"), 79.14 (C-4), 75.52 (C-5), 72.98 (C-3), 71.73 (C-6"), 70.17
(CH,0AC), 69.89 (C-5), 69.63 (C-3), 69.22 (C-4"), 68.30 (C-2), 67.69 (C-8"), 67.13 (C-7"),
66.03 (C-4'), 65.89 (CH,0), 65.79 (C-6'), 62.33 (C-9"), 61.86 (C-6), 53.13 (OCHs3), 49.03
(C-5"), 37.27 (C-3"), 23.19-20.44 (COCHy).

p-Acetoxybenzyl-(5-acetamido-3,5-didesoxy-a-D-glycer o-D-gal acto-2-nonulopyr anosy-
lonsdur e-(2-3)-3-O-(B-D-galactopyr anosyl)-2-acetamido-2-desoxy--D-glucopyranosid
(108a)

Die Verbindungen 105 und 18 werden 24 h gema3 AAV 14 mit Salmonella typhimurium
Sialidase inkubiert. Nach Ausfédlung des Polymers erhdlt man Verbindung 108 in 8%
Ausbeute. Die Abspaltung vom Polymer erfolgt gemal3 AAV 16. Man erhélt 108a in einer

Gesamtausbeute von 6 mg (7%).

108a Cs4H72N>03q (M 1229.15)
20 Ac OAC OAc
[a]p™ = +4.5° (c 0.3, CHCl5) COOMe QAc OAC
Q Q
weiBer amorpher Feststoff ~ JA5% 0 ow&o—oox—om
AcO OAc NH
Ac
'H NMR (CDCl3) & 7.37-7.30 (m, 4 H, Ar-H), 5.43 (m, 2 H, H-3, H-8"), 5.33 (dd, J»g = 9.1
Hz, Jo 7 = 2.6 Hz, 1 H, H-7"), 511 (m, 2 H, CH,0Ac), 4.89 (d, J;2= 8.0 Hz, 1 H, H-1), 4.87-

4.85 (M, 2 H, H-4', OCHaHpAr), 4.81 (dd, 1 H, H-4"), 457 (d, 1 H, OCHaHpAT), 4.51 (d,
Jr2»=7.8Hz, 1H), 453-4.50 (M, 2 H, H-3', H-1'), 4.30 (dd, Jg" e = 2.7 HZ, Jergr = 3.0 Hz, 1
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H, H-9a"), 4.25 (dd, Jg oy = 5.6 Hz, Jowrgr = 3.0 Hz, 1 H, H-9b"), 4.13 (dd, Js,¢ = 4.7 Hz,
Jeaso = 12.0 Hz, 1 H, H-6b), 3.90 (t, Jr.5 = 5.7 Hz, 1 H, H-5), 3.88 (t, Jus = 5.7 Hz, 1 H, H-5),
3.76 (s, 3 H, OCH3), 3.68 (dd, Js4 = 8.7 Hz, J5 = 5.7 Hz, 1 H, H-4), 3.65 (dd, Je 7 = 2.8 Hz,
Jse = 10.8 Hz, 1 H, H-6"), 3.61 (M, 1 H, H-2), 2.60 (dd, Jsaga* = 4.8 HZ, Jaar 3eq¢ = 12.0 Hz,
1 H, H-3eq"), 2.23-1.75 (125, 36 H, 10 OAc, 2 NAC), 172 (t, Jsarar=12.1Hz,
Jsaczeq = 120 Hz, 1 H, H-3ax").

13C NMR (CDCl3) & 170.95-169.34 (C=0), 167.91 (C-1"), 137.12-128.65 (Ar-C), 101.97
(C-1), 100.25 (C-1), 96.83 (C-2"), 79.27 (C-4), 75.63 (C-5), 75.37 (C-5), 73.15 (C-3),71.85
(C-6"), 71.29 (C-3), 70.21 (CH,0AC), 70.15 (C-2), 69.11 (C-4"), 67.57 (C-8"), 67.05 (C-7"),
66.92 (C-4), 65.97 (CH,0), 62.28 (C-9"), 61.24 (C-6)), 60.93 (C-6), 53.19 (OCHs), 48.94
(C-5", 37.31 (C-3"), 23.15-20.35 (COCHs).
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