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Fiir meine Eltern



Wenn die Zedern in Flammen stehen,

was sollen dann die kleinen Moose tun?

Talmudische Weisheit
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Bedeutung von Glycoproteinen

Glycoproteine gehdéren neben den Glycolipiden zur Familie der Glycoconjugate. Sie sind
charakterisiert durch eine kovalente Bindung zwischen Kohlenhydraten und Proteinen bzw.
Lipiden. Glycoproteine existieren in nahezu allen lebenden Organismen. Die Entdeckung von
E. Eichwald im Jahr 1865,' daB es sich bei Mucinen um glycosylierte Proteine handelt, wird
als die Geburtsstunde ihrer Erforschung angesehen. Es dauerte {iber ein Jahrhundert, bis 1968
ihre einzigartige molekularbiologische Bedeutung bei der Signalerkennung manifestiert
wurde.” Die Griinde fiir diese langsame Entwicklung liegen nahe. Erst durch die Anwendung
neuer Verfahren zur Strukturanalyse wie NMR, FAB-MS, MALDI-TOF und die Einfiihrung
moderner, u. a. enzymatischer Oligosaccharidsynthesemethoden waren Herstellungen und
Untersuchungen komplexer Kohlenhydratstrukturen moglich. Zum anderen wurde die
Bedeutung der Kohlenhydrate als Informationstréger schlicht unterschétzt, Forschungen an
Stirke und Cellulose waren zwar von hohem industriellem Interesse,’ jedoch ohne

molekularbiologischen Hintergrund.

Umfangreiche Untersuchungen haben seither eine kaum zu tiberblickende Strukturvielfalt der
Saccharide gezeigt. Der Kohlenhydratanteil in Glycoproteinen variiert von weniger als 1 %
in einigen Collagenen bis zu liber 99 % in Glycogen. Die Kohlenhydrate liegen in Form von
Mono- oder Disacchariden vor, hiufiger jedoch als Oligo- oder Polysaccharide. Sie bilden
lineare und verzweigte Ketten, sind unterschiedlich derivatisiert und ihre Anzahl ist variabel.

AuBerdem sind verschiedene Kohlenhydrat-Protein-Bindungen realisiert.

Glycoproteine sind gemeinsam mit den Glycolipiden Bestandteil von eukaryontischen
Zellmembranen.* Sie kommen auBerdem im Blut, im Cytosol und in Schleimsekreten vor. Die
an der extrazelluliren Seite der Membran befindlichen Oligosaccharide sind wesentlicher
Bestandteil der sogenannten Glycocalix. In ihrer Eigenschaft als Zelloberflichenmolekiile
erfiillen sie wichtige Funktionen bei der Zell-Zell-Erkennung und —Wechselwirkung.*>¢ Sie
bilden spezifische Ligandstrukturen aus, die als Bindungsstellen fiir Rezeptoren von

Lectinen,7’8’9 Selectinen,10 Enzymen, Antikorpern, Bakterien,'! Viren'? und Toxinen'® dienen.



1. Einleitung

Untersuchungen von Ashwell>'* haben gezeigt, daB Kohlenhydrate an einem durch Lectine
vermittelten biologischen Erkennungsprozef3 beteiligt sind. Lectine sind Rezeptorproteine, die
Saccharidstrukturen spezifisch erkennen und binden. Beispielsweise bindet der auf der
Plasmamembran von Leberzellen lokalisierte Asialoglycoproteinrezeptor desialysierte
Glycoproteine und leitet somit ihre Entfernung aus dem Blut und anschlieBende Endocytose
in der Leberzelle ein. Lectin-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen spielen auBerdem eine
wichtige Rolle bei Zelladhadsionsprozessen. So bindet das Influenzavirus {iber eigene Lectine,
die Hamagglutinine, an terminale Sialinsdureeinheiten von Membranglycoproteinen und

ermoglicht damit die Invasion in die Wirtszellen."

Selectine,'” eine weitere Gruppe von Lectinen, gehdren zu den Zelladhisionsmolekiilen, die

wichtige Aufgaben im Rahmen der korpereigenen Abwehr erfiillen.*'®

Die Bekdmpfung von
Infektionen und die Beseitigung von abgestorbenen korpereigenen Zellen wird von
Leukozyten durchgefiihrt. Zur Ausiibung dieser Funktionen miissen sie die Blutgefdfie
verlassen und durch das Endothel hindurch zum Infektionsherd treten. Dieser Vorgang setzt

eine gegenseitige Erkennung zwischen den im Blut zirkulierenden Leukozyten und den

17 18 19,20
P- >

Endothelzellen voraus. Diese Wechselwirkung wird durch die E-, und L-Selectine
vermittelt, die auf der Oberfliche von Endothel- und Plateletzellen sowie Lymphozyten
exprimiert sind. Die Sialyl-Lewis*-Struktur auf der Oberfliche der Leukozyten fungiert
hierbei als Ligand.?"** Die Bewegung der Leukozyten wird dadurch verlangsamt (,,Rollen*),

so daf eine hohere Bindungsaffinitit am Ort der Entziindung entsteht.

Dariiber hinaus legen bestimmte Kohlenhydratsequenzen der Erythrozytenmembran die
Blutgruppenzugehdrigkeit fest.”> Man unterscheidet die Blutgruppendeterminanten A, B, H
sowie Lewis-a und Lewis-b. Den Kohlenhydraten kommt auflerdem eine fundamentale
Bedeutung  bei  verschiedensten  Krankheiten  wie  Krebs,” CDG”  und
Autoimmunkrankheiten® zu. Verinderungen im Glycosylierungsmuster fithren zu

Veranderungen der Eigenschaften biologisch relevanter Glycoproteine.
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Des weiteren sind Kohlenhydrate an der Modifikation der Eigenschaften der Proteine
beteiligt. Neben rein strukturellen Funktionen, wie der Stabilisierung der Proteinkonformation
und dem Schutz vor proteolytischem Abbau oder der Erkennung durch Antikorper,
beeinflussen die Kohlenhydrate die biologische Aktivitdit u. a. von Enzymen und
physikochemische Eigenschaften wie Loslichkeit und Ladung. Die Glycosylierung von
Proteinen ist aulerdem ein wesentlicher Faktor fiir die Induktion der korrekten Faltung der

.27
Proteine.
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1.2. Struktur und Biosynthese von Glycoproteinen

In Glycoproteinen wird die glycosidische Verkniipfung durch eine kovalente Bindung
zwischen dem anomeren Zentrum eines Kohlenhydratbausteins und einer entsprechend
funktionalisierten Seitenkette einer Aminosdure eines Proteins realisiert. Die Art der
glycosidischen Bindung dient der weiteren Klassifizierung. Es existieren drei verschiedene
Bindungstypen zwischen Kohlenhydraten und Proteinen: N- und O-Glycoproteine und GPI-
Anker.*®

In N-Glycoproteinen wird die Verknilipfung zwischen Protein- und Saccharidbaustein fast
ausschlieBlich iiber eine [3-glycosidische Bindung zwischen N-Acetylglucosamin (GlcNAc)
und der Amidgruppe von L-Asparagin realisiert”~**! (Abb. 1). Erst in den letzten Jahren
wurden in N-Glycoproteinen von Bakterien auch Bindungen zwischen Asparagin und anderen
Kohlenhydraten wie a- und B-Glucose (Gle), > B-N-Acetylgalactosamin (GalNAc)* und L-
Rhamnose (Rha)*® entdeckt.

Abb. 1 Schema einer N-glycosidischen Bindung

In O-Glycoproteinen ist der Kohlenhydratbaustein O-glycosidisch an eine Hydroxy-Funktion
in der Seitenkette der Aminosdure gebunden (Abb. 2). Im Gegensatz zu N-Glycoproteinen
existiert eine groBle Vielzahl von Kohlenhydrat-Protein-Verkniipfungen. Neben N-
Acetylgalactosamin (GalNAc) sind Xylose (Xyl), N-Acetylglucosamin (GIcNAc), Galactose
(Gal), Mannose (Man) und Fucose (Fuc) in O-Glycoproteinen nachgewiesen worden, was zu

2736 1-Serin und L-Threonin sind die am hiufigsten

einer immensen Strukturvielfalt fiihrt.
vorkommenden Hydroxyaminosiuren, Bindungen zu 4-Hydroxyprolin,*® 5-Hydroxylysin®’

und Tyrosin®® sind jedoch bekannt.
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Abb. 2 Beispiel einer O-glycosidischen Bindung vom Mucin-Typ

GPI-Anker (Glycosylphosphatidylinositol) sind durch eine Ethanolamin-Phosphat-Briicke
zwischen dem C-Terminus einer Aminosiure des Proteins und einem Kohlenhydrat, dem
terminalen Bestandteil einer unterschiedlich aufgebauten Kohlenhydratkette, die an
Phosphatidylinositol gebunden ist, gekennzeichnet. Alle charakterisierten GPI-Anker haben
ein gemeinsames Strukturelement:

Ethanolamin-PO4-6Mana 1 - 2Mana 1 - 6Mand 1 — 4GlcNH,0 1 — 6myo-Inositol-1-PO4-

Lipid®**® (Abb. 3).
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Abb. 3 Schema einer Ethanolamin-Phosphat-Briicke

Bei der Biosynthese der N-Glycoproteine®*** handelt es sich um einen mehrstufigen ProzeS,
der im endoplasmatischen Reticulum (ER) beginnt und im Golgi-Apparat fortgesetzt wird, er
verlauft co-translational. Der Aufbau der Oligosaccharidstruktur erfolgt stufenweise an einem
Lipidanker (Dolicholphosphat, Dol-P) unter Beteiligung verschiedener spezifischer Enzyme.
Er beginnt auf cytosolischer Seite der ER-Membran. Zum Verstidndnis der Krankheit CDG
(Kap. 1.3.) wird die Biosynthese der N-Glycoproteine im folgenden detailliert beschrieben.

Dolicholphosphat, ein langkettiges Phosphopolyprenol, ist bei Tieren, Pflanzen und Pilzen ein
essentielles Triagermolekiil fiir Kohlenhydrate bei der Bildung von Glycoproteinen (Abb. 4).

5



1. Einleitung

Seine Funktion als Coenzym ist beschrieben.** Es ist membrangebunden und fungiert als
Akzeptor bei der Ubertragung von Kohlenhydraten aus aktivierten Donorsubstraten (XDP-
und Dol-P-Zucker).

n

Abb. 4 Dolicholphosphatn= 10— 11

Im ersten Schritt erfolgt der Transfer von N-Acetylglucosamin-Phosphat aus UDP-N-
Acetylglucosamin (Abb. 5 oben). Der erhaltene Dolicholpyrophosphat-N-acetylglucosamin-
Baustein (Dol-P-P-GIcNAc) wird um eine weitere N-Acetylglucosamin-Einheit verldngert.
Anschliefend werden fiinf Mannose-Einheiten iibertragen, GDP-Mannose fungiert als
Donorsubstrat (Abb. 5 links). Es kommt zum Aufbau der biantenndren Struktur Dol-P-P-

GlcNAc,-Mans. Alle Reaktionen werden durch spezifische Glycosyltransferasen katalysiert.

GDP-Mannose als essentielles Molekiil bei der Kettenverldngerung wird im Cytosol
synthetisiert (Abb. 5 links oben). Ausgehend von Glucose wird katalysiert iiber eine
Hexokinase Glucose-6-Phosphat gebildet. AnschlieBend erfolgt die Isomerisierung zu
Fructose-6-Phosphat mit einer Glucose-Phosphat-Isomerase. In einer weiteren [somerisierung
mit Phosphomannoisomerase (PMI) entsteht Mannose-6-Phosphat, dessen Bildung auch {iber
einen Seitenweg aus Mannose mit einer Hexokinase moglich ist. Aus Mannose-6-Phosphat
wird nun mit Hilfe einer Phosphomannomutase (PMM) Mannose-1-Phosphat gebildet,

welches dann mit einer GDP-Mannose-Synthase zur GDP-Mannose reagiert.

Fiir das ,,Umklappen‘ des lipidgebundenen Oligosaccharides auf die luminale Seite wird ein
Flip-Flop-Mechanismus mit Hilfe einer Flipase angenommen.”’ Die Ubertragung von vier
Mannose- und drei Glucose-Bausteinen komplettiert den Aufbau des Oligosaccharides (Abb.
5 unten). Die Kettenverlingerung verlduft jetzt tiiber Dolicholphosphat-aktivierte
Kohlenhydrate, Dol-P-Mannose und Dol-P-Glucose fungieren als Donorsubstrate. Alle

Glycosylierungsschritte sind Transferase-katalysiert.
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Abb. 5 Darstellung des ER-Pathway
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Dol-P-Mannose und Dol-P-Glucose werden zundchst wie GDP-Mannose im Cytosol
synthetisiert. GDP-Mannose und UDP-Glucose iibertragen als Donormolekiile den jeweiligen
Kohlenhydratbaustein auf Dolicholphosphat. Beide Reaktionen sind durch Transferasen
katalysiert. Da die Ubertragung von Mannose und Glucose auf das wachsende Oligosaccharid
jedoch auf luminaler Seite erfolgt, wird ebenfalls ein Flip-Flop-Mechanismus postuliert, in
welchem die Strukturen von der cytosolischen zur luminalen Seite der ER-Membran

translozieren (Abb. 5 oben rechts).

Das synthetisierte Oligosaccharid, bestehend aus 2 N-Acetylglucosamin-, 9 Mannose- und 3
Glucose-Bausteinen, wird dann durch einen Oligosaccharid-Transferasekomplex (OST) auf
die naszierende Polypeptidkette libertragen. Das Proteinriickgrat wird an den Ribosomen, die
an der ER-Membran (rauhes ER) anhaften, synthetisiert. Nur bei einigen sekretorischen
Proteinen (z. B. bei der Hefe) erfolgt die Synthese im Cytoplasma. AnschlieBend wird die
Proteinkette durch die ER-Membran in das Lumen geschleust. Die Ubertragung des
Oligosaccharides verlduft spezifisch auf einen Asparaginrest, der Teil einer Consensus-
Sequenz Asn-X-Ser/Thr sein mul}, wobei X jede beliebige Aminosdure auBler Prolin sein
kann. Neben der Signalsequenz wird der ErkennungsprozeB durch sterische Faktoren
beeinfluit. Das freigesetzte Dolicholpyrophosphat wird durch eine Phosphatase zum Dolichol
zuriickgebildet. In einem als ,,Trimming“ bezeichneten ProzeB3 werden durch spezifische
Glycosidasen drei Glucose- und ein Mannose-Baustein des N-glycosidisch gebundenen
Oligosaccharides abgespalten. AnschlieBend erfolgt der vesikuldre Transport des so

verkiirzten Glycoproteins zum Golgi-Apparat.

Im Golgi-Apparat wird die im ER begonnene Glycosylierung fortgesetzt und fiir die
Sortierung der Proteine nach ihren Zielorten gesorgt. Im cis-Kompartiment findet zunéchst
durch die Aktivitit von Glycosidasen eine weitere Verkiirzung statt. Bei der anschlieBenden
Wanderung durch die medial- und trans-Kompartimente wird durch Glycosyltransferasen das
komplette Glycoprotein aufgebaut. Hierbei werden die Kohlenhydrate schrittweise aus XDP-
Zuckern bzw. CMP-Neu5Ac direkt auf das Glycoprotein {ibertragen. Im Gegensatz zum ER

werden keine Oligosaccharidvorstufen an Ankern wie Dolicholphosphat aufgebaut.
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Alle N-Glycoproteine haben aufgrund ihrer Biosynthese ein als Core-Struktur bezeichnetes
Pentasaccharid gemeinsam Mana 1 - [Mana1 - 3]Manf31 - 4GIcNAcf31 - 4GIcNAc. An diese
Core-Struktur konnen nun bis zu fiinf weitere Kohlenhydratketten, die Antennen, gebunden
sein. Entsprechend ihrer Struktur und ihres Substitutionsmusters werden die N-Glycoproteine
in vier Gruppen eingeteilt: Oligomannose-, Komplex-, Hybrid- und Xylose-enthaltender-Typ.
Die Strukturvielfalt der N-Glycoproteine beruht also im wesentlichen auf der Vielzahl der
Saccharidbausteine, die an die Core-Struktur gebunden sein konnen, auf dem Grad der

Verzweigung und auf der gro3en Variationsbreite der antenndren Strukturen (Abb. 6).

Im Gegensatz zur Biosynthese von N-Glycoproteinen ist die der Glycanketten der
O-Glycoproteine ein vollstdndig post-translationaler Prozef3. Der Syntheseweg beginnt im
Golgi-Apparat, der Initialschritt ist die Glycosyltransferase-katalysierte Verkniipfung eines
einzelnen Monosaccharids an eine Hydroxyaminosdure des Proteinriickgrats. Anschlieend
wird das monoglycosylierte Protein stufenweise durch spezifische Transferasen mit XDP-
Zuckern und CMP-Neu5Ac als Donoren glycosyliert. Eine weitere Modifizierung durch
Sulfatierung und Acetylierung fiihrt zu einer groBBen Anzahl von O-Glycoproteinen. In der
Natur weit verbreitet ist die a-glycosidische Bindung N-Acetylgalactosamin-Serin/Threonin,

die erstmals in Mucinen**®

nachgewiesen wurde. O-Glycoproteine mit diesem
Strukturelement werden deshalb als Mucin-Typ klassifiziert. Allein fiir diese Gruppe von
Glycoproteinen sind acht verschiedene Core-Strukturen bekannt. Es konnten eine Vielzahl
weiterer O-glycosidischer Verkniipfungen identifiziert werden. Einige wichtige Strukturen

sind im folgenden genannt:

Xylose(B1 - O)Serin in Heparin™
L-Fucose(a 1 — O)Serin/Threonin in Epidermal Growth Factor’'
N-Acetylglucosamin(B1 — O)Serin/Threonin in intrazelluldren Glycoproteinen >

Glucose(a 1 - O)Tyrosin in Glycogenin®®

Die Strukturvielfalt der O-Glycoproteine wird also durch die unterschiedlichen Kohlenhydrat-
Protein-Bindungen, die grofle Vielzahl der Kohlenhydrate und ihre unterschiedlichen

Substitutionsmuster bestimmt.
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Oligomannose

Manal - 2Mana 1 - 6

Mana 1l - 2Manal -3
NAsn

Manal -2 Manal —

Hybrid

Manal -6

Manal -3
NAsn

Galpl - 4G IcNAcB1 -2

[GIeNACBI - 4]y,

Xylose-enthaltend

NAsn

Xylpl-2 [Fucal—3]o,1

Komplex

NeuSAca2 - 6GalB1l - 4GIcNAcB1 -4
NeuSAca2 - 6Galpl » 4GIcNAcB - 6
Neu5Aca2 - 6GalBl - 4GleNAcB1 -2

Neu5Aca2 - 6Galpl - 4GlcNAcB1 - 4

NAsn

Neu5Aca2 - 6Galpl - 4GleNAcBI1 - 2
[GleNAcB1 - 4] [Fucal - 6],

Abb. 6 Darstellung der Core-Strukturen der N-Glycoproteine
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1.3. Congenital Disorders of Glycosylation — CDG

CDG zéhlen zur Gruppe der Stoffwechselerkrankungen. Sie sind angeboren und haben
Multisystemstorungen zur Folge, wobei Enzymdefekte in der Biosynthese der Glycoproteine
als Ursache anzusehen sind. Anfang der 80er Jahre wurde von J. Jacken erstmals ein
Krankheitsbild an zwei Kindern beschrieben, das spéter als CDG-Syndrom identifiziert
wurde.”* Zunichst wurde CDG als Synonym fiir ,,Carbohydrate Deficient Glycoproteine
Syndrome® verwendet, bis 1999 eine neue Definition eingefithrt wurde, da die alte
Nomenklatur zunehmend uniibersichtlich wurde. Daher wurde der Abkiirzung eine neue

Bezeichnung zugeordnet: ,,Congenital Disorders of Qlycosylation“.5 >

Die biochemischen Grundlagen zum Verstindnis dieser Krankheit wurden bereits im
vorangegangenen Kapitel vorgestellt. Bei der Biosynthese der N-Glycoproteine kommt es
zunéchst im endoplasmatischen Reticulum (ER) zum Aufbau einer Oligosaccharidstruktur,
bestechend aus 2 N-Acetylglucosamin-, 9 Mannose- und 3 Glucose-Bausteinen, die
anschlieBend mit Hilfe eines Oligosaccharid-Transferasekomplexes auf das Protein
tibertragen wird. Es schlieB3t sich die Prozessierung im endoplasmatischen Reticulum (ER)
und im Golgi-Apparat an, bis die N-Glycoproteine vollstindig aufgebaut sind. Alle bisher
bekannten CDG-Typen weisen Defekte bei der N-Glycosylierung der Proteine auf, obwohl
auch Storungen der O-Glycosylierung und der Glycosylierung von Glycolipiden in Betracht
gezogen werden konnen. Eine allgemeine Hypoglycosylierung unterschiedlicher
Glycoproteine ist deshalb ein wichtiges Kennzeichen von CDG. Enzymdefekte in frithen
Phasen der Biosynthese flihren zu einer einheitlichen Hypoglycosylierung der Glycoproteine.
Ursache hierfiir ist die Substratspezifitit des Oligosaccharid-Transferasekomplexes, der nur
komplett aufgebaute Oligosaccharidketten effizient auf das Protein {bertrdgt, andere
Intermediate hingegen nicht. Aus diesem Grunde kdnnen unterschiedliche Enzymdefekte, die
zu verschieden verkiirzten Oligosaccharidketten fiihren, fiir eine gleichartige fehlerhafte
Glycosylierung des Proteins verantwortlich sein.” Die Einteilung der CDG-Typen beruht nun
auf der intrazelluldren Lokalisierung des Enzymdefektes, wohingegen die alte Nomenklatur
auf den Ergebnissen der isoelektrischen Fokussierung (IEF) von Serumtransferrin basierte.”
Ist der Defekt im Aufbau des Dolicholpyrophosphat-gebundenen Oligosaccharids und/oder
dessen Transfer auf das Protein lokalisiert, handelt es sich um einen Typ I. Liegt der Defekt

hingegen bei der Modifizierung des bereits proteingebundenen Oligosaccharids, handelt es
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sich um einen Typ II. Die einzelnen Untergruppen werden durch kleine Buchstaben

charakterisiert, unbekannte Enzymdefekte erhalten ein x (Tab. 1).

Typ Defekt Lokalisierung
CDG-la Phosphomannomutase 2 Cytosol
CDG-Ib Phosphomannose Isomerase Cytosol
CDG-Ic a1 - 3-Glucosyltransferase ER
CDG-Id a1l - 3-Mannosyltransferase ER
CDG-Ie Dol-P-Mannose Synthase 1 ER
CDG-If Mannose-Dol-P Utilization ER

Defect (MPDU 1)
CDG-IIa GlcNAc-Transferase 11 Golgi
CDG-IIb Glucosidase I ER
CDG-IIc GDP-Fucose-Transporter Golgi

Tab. 1 CDG-Typen

Das CDG-Ia (,.klassisches CDG*) ist die am lidngsten bekannte und mit bislang tiber 300
beschriebenen Patienten die am hiufigsten diagnostizierte CDG-Erkrankung.”* Das klinische
Erscheinungsbild ist durch mehr oder weniger stark ausgepridgte geistige und korperliche
Behinderung, eingezogene Brustwarzen, auffillige Fettverteilung, ein verringertes
Kleinhirnvolumen, Schielen, Muskelschwiche, Ataxie, Wachstums- und
Leberfunktionsstorungen gekennzeichnet. Rund 20 % der Patienten sterben im 1. Lebensjahr.
Die Symptome verdndern sich mit dem Alter und lassen sich in vier altersabhéngige Stadien
einteilen. Im Jahr 1995 wurde ein Defekt der Phosphomannomutase 2 (PMM 2) als Ursache
von CDG-Ia nachgewiesen.”® Dieses cytosolische Enzym wandelt Mannose-6-Phosphat in
Mannose-1-Phosphat um. Als Folge dieser Defizienz ist die Synthese von GDP-Mannose
gestort. Die Menge an GDP-Mannose in Fibroblasten von CDG-Ia-Patienten ist im Vergleich
zu gesunden Zellen auf 10 % gesunken.”’ Dieser GDP-Mannose-Mangel hat nun einen
immensen Einfluf auf die Glycansynthese im endoplasmatischen Reticulum (ER) und ist
Ursache fiir die vorwiegende Bildung von verkiirzten Oligosaccharidketten (MansGIcNAc,-P-

P-Dol). Ein vollstidndiges Fehlen von Enzymaktivitét hitte Lethalitit zur Folge.
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1. Einleitung

Ein Defekt des cytosolischen Enzyms Phosphomannose Isomerase (PMI), das Fructose-6-
Phosphat in Mannose-6-Phosphat umwandelt, wird als CDG-Ib klassifiziert und ist erstmals
1998 beschrieben. Patienten dieses Typs zeigen keine neurologischen Krankheitszeichen und
sind normal entwickelt. Sie leiden jedoch an schweren Durchfdllen und einer
Lebererkrankung. CDG-Ib kann im Gegensatz zu allen anderen CDG-Typen effektiv durch

Zufiihrung von Mannose behandelt werden.

CDG-Ic ist ebenfalls seit 1998 bekannt und gekennzeichnet durch eine
al - 3-Glucosyltransferase-Defizienz. Die Ubertragung von Glucose im  ersten
Kettenverldngerungsschritt mit Dol-P-Glucose als Donorsubstrat ist gestort. Es kommt zu
einer Ansammlung von ManygGlcNAc,-P-P-Dol. Das Krankheitsbild ist am ehesten mit
CDG-Ia vergleichbar, die Symptomatik ist jedoch weniger stark ausgeprigt. Die
Kardinalssymptome wie eingezogene Brustwarzen, Fettverteilungsstorungen und
Kleinhirnhypoplasie fehlen, wodurch diese Erkrankungsgruppe sehr wahrscheinlich

unterdiagnostiziert ist.

Beim CDG-Id ist der erste Schritt der Kettenverlingerung mit Dol-P-Mannose als
Donorsubstrat wegen eines Defektes der al — 3-Mannosyltransferase gestort. Beim CDG-le
liegt hingegen ein Dol-P-Mannose Synthase [-Defekt vor, so daBl die cytoplasmatische
Synthese von Dol-P-Mannose nur unzureichend verlduft. In beiden Fillen kommt es zur
Akkumulation von MansGIcNAc,-P-P-Dol. Die Patienten sind schwerstbehindert und zeigen

kaum neurologische Entwicklung.

CDG-If ist der neueste Typ und wurde erst kiirzlich identifiziert.”® Ursache ist eine Mutation
des Gens MPDU1 (mannose-P-dolichol utilization defect 1), welches essentiell ist fiir die
Verfiigbarkeit von Dol-P-Mannose und Dol-P-Glucose innerhalb des rauhen ER. Es ist
wahrscheinlich verantwortlich fiir die korrekte Positionierung der Dol-P-Zucker beim
,Umklappen* auf die luminale Seite des endoplasmatischen Reticulums, da es sich bei dem
Enzym nicht um die Flipase selbst handelt. CDG-If ist somit die erste Erkrankung, bei der

nicht die Synthese eines Substrates gestort ist, sondern dessen Verfiigbarkeit.

Bei Erkrankungen vom Typ CDG-II handelt es sich um Stérungen bei der Prozessierung des
Glycoproteins im ER und im Golgi-Apparat. Fiir eine weitergehende Erkldrung sei auf die

. . 2
Literatur verwiesen.”
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1. Einleitung

Der mit Abstand wichtigste diagnostische Test fiir CDG ist die isoelektrische Fokussierung
von Serumtransferrin, einem Glycoprotein, das fiir den Eisentransport im Plasma
verantwortlich ist. Es besitzt zwei Glycosylierungsstellen Asn (413) und Asn (611), an denen
N-glycosidisch zwei biantennire Kohlenhydratketten vom Komplex-Typ mit insgesamt vier

endstidndigen Sialinsduren gebunden sind (Abb. 7).

Y% Neu5Ac O GlcNAc
® Gal ® Man

T .1

Asn Asn

413 611

Abb. 7 Struktur von Serumtransferrin

Storungen in der Biosynthese des Glycoproteins fithren zu einer Hypoglycosylierung, die
erstmals 1984 von J. Jaeken nachgewiesen wurde.”” Die Kohlenhydratseitenketten fehlen
teilweise oder vollstdndig, was sich im Verlust der endstéindigen Sialinsduren duflert. In CDG-
Patienten liegen neben korrekt glycosyliertem Transferrin (tetrasialo — S4) auch
monoglycosyliertes Transferrin mit zwei Sialinsduren (disialo — S,;) und unglycosyliertes

Transferrin ohne Sialinsduren (asialo — Sy) vor.

Bei der isoelektrischen Fokussierung werden die Glycoproteine durch Elektrophorese, d. h.
Bewegung geladener Teilchen im elektrischen Feld, entsprechend ihres isoelektrischen
Punktes getrennt. Der isoelektrische Punkt (pI) ist als der pH-Wert definiert, an dem die
Nettoladung gleich Null ist. An diesem Punkt kommt die elektrophoretische Bewegung zum
Stillstand. Die fehlenden Sialinsduren haben einen Verlust von negativer Ladung zur Folge,
was bei der isoelektrischen Fokussierung zu einer Verschiebung der isoelektrischen Punkte zu
hoheren Werten fiihrt. Die Banden werden hierbei mit Anti-Transferrin-Antikorpern sichtbar

gemacht.
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Kontrolle
CDG-Ia
CDG-Ib
CDG-Id
CDG-Ila

‘ * '; . - — Tetrasialo S,4
re—._

— Disialo S,

Abb. 8 TIsoelektrische Fokussierung von Serumtransferrin

Des  weiteren  geben  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)  und
zweidimensionale Elektrophorese von Serumproteinen sowie die Messung der Enzymaktivitét
weitere Aufschliisse. Die HPLC-Analyse von LLO (Lipid Linked Oligosaccharides) und PDO
(Protein Derived Oligosaccharides) stellt eine weitere diagnostische Moglichkeit dar.
Radioaktiv  markierte = Zellkulturen aus  Fibroblasten = werden  verschiedenen

Extraktionsschritten unterzogen. Milde saure Hydrolyse und Behandlung mit PNGase F
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Abb. 9 HPLC-Analyse von LLO
Indizierung der Peaks: Glc;ManyGlcNAc, (G3), Gle,ManyGleNAc, (G2), GleManyGlecNAc,
(G1), ManyGlcNAc; (M9), Man,GlcNAc, (M4) und Man;GIcNAc, (M3).
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1. Einleitung

1.4. Glycosylphosphate

Phosphorsédureester von Kohlenhydraten sind in der Natur weit verbreitet und in vielféltiger
Art an biologischen Prozessen wie der Biosynthese und dem Metabolismus von Sacchariden
beteiligt. So gehen nahezu alle Stoffwechselvorginge, die den Aufbau einer glycosidischen
Bindung zur Folge haben, von Nucleosiddiphosphat-Zuckern aus. Diese werden enzymatisch
aus  Glycosyl-1-Phosphaten  und  Nucleosidtriphosphat ~ synthetisiert (Abb. 10).
Nucleosiddiphosphat-Zucker spielen auch eine wichtige Rolle bei der biologischen
Interkonversion der Kohlenhydrate. Aulerdem bilden die Phosphate der D-Ribose und seines
2-Desoxy-Derivats als Nucleotide die molekularen Grundlagen von RNA und DNA. Neben
ihrer Funktion als Nucleinsdurebausteine bilden die Nucleotide wichtige Coenzyme wie ATP
und NAD. Anhand dieser Beispiele sei die Bedeutung der Phosphatbindung und das Interesse
an der Synthese von Glycosylphosphaten gezeigt.”’

S

OH OH

Abb. 10 Biosynthese der Nucleosiddiphosphatglucose UDP-Glc

Bei der Synthese von Glycosylphosphaten sollte zunédchst unterschieden werden, ob es sich
um nicht-anomere oder anomere Zuckerphosphate handelt. Die chemische Bildung einer
glycosidischen Bindung z. B. auch bei Glycosylphosphaten verlduft nicht diastereoselektiv.
Da héufig nur ein Anomer biochemisch relevant ist, ist eine entsprechend stereoselektive
Synthese vorteilhaft, um schwierige Trennungen von Anomerengemischen zu vermeiden.
Des weiteren konnen Phosphate als Mono-, Di- oder Triester synthetisiert werden, was
unterschiedliche Anforderungen an die Edukte stellt. Sowohl chemische als auch

enzymatische Methoden sind nun fiir die Synthese spezifischer Phosphate anwendbar.
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1. Einleitung

Hierbei wird auf Erfahrungen bei der Entwicklung effizienter Oligonucleotidsynthesen
zuriickgegriffen. Zum einen stellt die 1956 von Khorana®' entwickelte Phosphordiester-
Methode einen wichtigen Beitrag dar, bei der ausgehend von einem Monoalkylphosphat,
einem Alkohol und einem geeigneten Kupplungsreagenz ein Phosphordiester synthetisiert
wird (Abb. 11).

0 o o .

) . ROH DCC oder TPS R \]\)/OR
RO—P — —

~0© Pyridin ~0©

R, R’ = Nucleoside

Abb. 11 Phosphordiester-Methode

Zum anderen spielt auch die ein Jahr zuvor demonstrierte Phosphortriester-Methode von
Michelson und Todd®* eine wichtige Rolle, die rund ein Jahrzehnt spiter von Letsinger und
Mahadevan® sowie Eckstein und Rizk® revitalisiert wurde (Abb. 12). Bei der
Oligonucleotidsynthese wird hier im Gegensatz zur Phosphordiester-Methode die verbeibende
OH-Funktion durch eine Schutzgruppe blockiert. Die Triester-Synthese ist hierbei ein
zweistufiger ProzeB3, der ein bifunktionales Phosphorylierungsreagenz erfordert. Es handelt
sich entweder um ein Dichlorphosphat oder ein Dihydrogenphosphat, die mit einer 2-

Cyanoethyl-, einer 2,2,2-Trichlorethyl- oder einer Benzylgruppe geschiitzt sind.

=0
=0
/\

]
/N

| Cl OR

Base

PGO— + ROH ——— > PGO—

Base
O
| _OR

+ R'OH PGO—P_
OR

(@)
~OH TPS CH)/ OR 4:?1}1
“~OH Yy

+ ROH ——————> PGO—P_
Pyridin OH

PGO—

=

PG = Schutzgruppe R, R'= Nucleoside

Abb. 12 Phosphortriester-Methode
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1. Einleitung

Viel Beachtung bei der Synthese der Phosphordiester-Einheiten der Nucleinsduren findet die
1976 von Letsinger vorgestellte Phosphit-Methode,” die auf variiertem Weg zu
Phosphortriestern fiihrt. Dabei werden geschiitzte Dichlorphosphite entsprechend mit
Nucleosiden umgesetzt und anschlieBend oxidiert (Abb. 13).

0
cl OR . OR  Oridat | _OR
PGO—PL | + ROH ———> PGO—P_ | __ROH PGO—PT . ~Oxidation PGO—PT

PG = Schutzgruppe R, R'= Nucleoside

Abb. 13 Phosphit-Methode

Bei der Darstellung von anomeren Zuckerphosphaten gibt es nun zwei grundlegende Ansétze.
Entweder werden die Kohlenhydrate mit einer freien anomeren Hydroxy-Funktion als
Akzeptoren in einer Phosphorylierungsreaktion umgesetzt, oder der Saccharidbaustein tragt
eine geeignete Abgangsgruppe am anomeren Zentrum und reagiert als Donor in einer
entsprechenden Glycosylierungsreaktion. Beim Akzeptorverfahren lassen sich einerseits
Phosphor-V-Verbindungen, andererseits Phosphor-I1I-Verbindungen, die anschlieBend zum
Phosphat oxidiert werden, einsetzen. Monochlorphosphate finden bei diesen
Phosphorylierungsreaktionen breite Anwendung. Als Phosphatschutzgruppen dienen
Phenyl-,% tert-Butyl-*” und Benzylester® (Abb. 14).

OAc CHJ/ OPh OAc
AcO ° ~OPh AcO °
AcO o DMAP, CH,Cl, AcO A (H)/O])h
OH -10°C 0— P\OPh

Abb. 14 Synthese eines Phosphorséuretriesters mit Diphenylchlorphosphat

Verfahren, bei denen anomere Phosphit-Triester als Zwischenstufe bei der Synthese von
Glycosylphosphaten durchlaufen werden, sind beschrieben. So setzen Ogawa et al.” zwei
Kohlenhydratbausteine mit einem geschiitzten Dichlorphosphit um und anschlieend wird

zum Phosphat oxidiert (Abb. 15).
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OH
BnO R
n
OBn
OBn cl BnO BnO
RO—P_ 0 n
BiO 0 ~Cl  BnO OMe
e _—
BnO BnO
BnO BnO o P/Cl
OBn OBn
(0] (0]
BnO Oxidation BnO
BnO ’ BnO
BnO BnO I
OgﬁLfO AﬁLio
OR o OR o
BnO BnO
BnO BnO
BnO BnO
OMe OMe

Abb. 15 Synthese eines Phosphorséuretriester mit Dichlorphosphit

In jiingerer Zeit findet die von Perich und Johns™*"

eingefiihrte Phosphoramidit-Methode,
eine Phosphit-Variante, viel Aufmerksamkeit. Im Gegensatz zu den Chlorphosphiten kommen
die stabileren Phosphoramidite zum Einsatz, bei denen eine Amin-Funktion das Halogenid als
Abgangsgruppe ersetzt (Abb. 16). Weite Verbreitung haben u. a. Chlor-2-cyanoethyl-N, N-di-

d">” und die entsprechenden Benzyl-"* und Phenylderivate” sowie

iso-propylphosphorami
Dibenzyl-N, N-diethylphosphoramidit’® gefunden. Die Oxidation des Glycosylphosphites
erfolgt in  situ  mit  meta-Chlorperbenzoesiure,”’ ~ Wasserstoffperoxid,”®  fert-

Butylhydroperoxid’? oder Iod.”

/OBn
EtN—P
OBn OBn MCPBA O 0Bn
, Il
ROH ——» | RO—F > RO F
OBn OBn

Abb. 16 Phosphoramidit-Methode

Eine weitere effiziente Methode zur Darstellung von Glycosylphosphaten stellt die H-
Phosphonat-Methode dar, die 1986 von van Boom e al.*” eingefiihrt wurde. Die Reaktion von

Salicylchlorphosphit erzeugt einen Phosphit-Triester, der zum H-Phosphonat-Monoester
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1. Einleitung

hydrolysiert wird. Die Kupplung mit einem weiteren Monosaccharid resultiert in einem H-

Phosphonat-Diester, der in situ zum Phosphorsdurediester oxidiert wird (Abb. 17).

OTr 0o OTr
0 @5‘\ 0 1. E&N BzO °
BzO + \ B
Bz P 2. H,0 BzO 0
AcNH o d ASNHG b o
OH ‘
OTr 1. PivCl
B0 0 2.1, H,0
BzO
AcNH AcO
AcNH
OH
AcO
AcO
AcNH
OAc

Abb. 17 H-Phosphonat-Methode

Bei der Darstellung von Glycosylphosphaten nach dem Donorverfahren lassen sich alle
Glycosylierungsvarianten aus dem Bereich der Oligosaccharidsynthese anwenden.®"**™
Glycosylbromide und  -chloride @ werden meist mit dem  gebrduchlichsten
Phosphorylierungsreagenz Dibenzylphosphat® unter Koenigs-Knorr-Bedingungen umgesetzt.
Eine Aktivierung erfolgt mit Silber(I)-carbonat® oder Silber(I)-oxid.*® Als ein Beispiel sei die
Umsetzung eines acetylierten Glucosylbromids aufgefiihrt (Abb. 18). Aufgrund des
Nachbargruppeneffekts wird hauptsdchlich das [B-Anomer erhalten. Auch Reaktionen unter
Phasentransferkatalyse sind in der Literatur beschrieben.” Alternativ zu den Halogeniden

konnen auch die Glycosyltrichloracetimidate, Thioglycoside oder 1,2-Orthoester als Donoren

eingesetzt werden.

O OA
OAc o ‘l‘) __OBn c
0 S 0 0
AcO OBn AcO o— ‘l‘)/OBn
AcO AgyCO; AcO “OBn
AcO Br AcO

Abb. 18 Reaktion eines Glycosylbromids
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2. Zielsetzung

Ursache fiir CDG-Ia ist ein genetischer Defekt der Phosphomannomutase 2 (PMM 2), so daf3
die Umwandlung von Mannose-6-Phosphat in Mannose-1-Phosphat gestort ist. Ein moglicher
Ansatz zur Therapie wiére die Applikation von Mannose-1-Phosphat, welches jedoch als
geladenes und somit sehr polares Molekiil nicht durch die Membran in die Zelle penetrieren

kann.

Ziel dieser Arbeit ist nun die Synthese und Untersuchung membrangingiger Derivate von
Mannose-1-Phosphat. Die zu synthetisierenden Phosphate sollen sich hierbei durch eine hohe
Lipophilie auszeichnen, die es ihnen ermoglicht, durch die Zellmembran zu gelangen. Nach

Durchtritt sollte Mannose-1-Phosphat wieder freigesetzt werden.

Hierfiir werden zunédchst Mannose-1-Phosphate mit geeignetem Schutzgruppenmuster und
bioaktive Phosphatschutzgruppen, die enzymatisch durch Esterasen gedffnet werden konnen,
zum Einsatz kommen. Des weiteren sollen unter Anwendung verschiedener Routen, der
Phosphoramidit- und der H-Phosphonat-Methode, geeignete Phosphortriester und -diester
dargestellt werden. Als lipophile Einheit bei diesen Phosphaten sollen Hexenol sowie
Farnesol und Phytol dienen, die innerhalb der Terpenbiosynthese Vorldufer des Dolichols
darstellen und somit als Modellsubstanzen priadestiniert scheinen. Dariiber hinaus soll die

biologische Aktivitét der potentiellen Therapeutika in vitro getestet werden.
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3. Mannose-1-Phosphat-Derivate mit bioaktiven Phosphat-

schutzgruppen

3.1. Einleitung

Wie in den vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich dargestellt, spielt Mannose-1-Phosphat
eine entscheidende Rolle in der Biosynthese von Glycoproteinen. Trotz dieser wichtigen
Funktion im Zellmetabolismus ist der Einsatz als potentielles Therapeutikum beschriankt. Die
Verwendung von Mannose-1-Phosphat als Wirkstoff setzt voraus, da3 dieser in ausreichender
Konzentration resorbiert und zum Zielort transportiert werden kann. Mannose-1-Phosphat ist
jedoch bei physiologischem pH-Wert zweifach negativ geladen und damit als polares
Molekiil zu hydrophil, um durch die Membran hindurch in die Zelle zu penetrieren.®*

AulBerdem ist Mannose-1-Phosphat anféllig gegen den unspezifischen Abbau duch alkalische
und saure Phosphatasen (E.C. 3.1.3.1 und 3.1.3.2).7%%

Es sind nun geeignete Ansétze zu finden, um den Wirkstoff durch Derivatisierung so zu
verdndern, daB3 eine héhere Lipophilie und Stabilitdt erreicht wird. Nach erfolgter Aufnahme
des Prodrug-Molekiils im Korper und Transport zum Zielort sollen die Fettloslichkeit

vermittelnden Schutzgruppen enzymatisch abgespalten werden.

Bei Mannose-1-Phosphat handelt es sich formal um einen Phosphorsduremonoester. Zunéchst
sollte die Phosphat-Funktion vollstindig verestert werden, so daB ein neutraler

Phosphorséuretriester entsteht. Es bieten sich biologisch reversible Schutzgruppen an, die in

92,93,94 96,97

der Vergangenheit eingesetzt wurden, um Carbonsduren, Phosphonate,” Nucleotide

oder Inositole’®”

in ungeladene, membrangédngige Derivate zu iberfiihren. Die
Acetoxymethyl- (AM) und die Pivaloyloxymethyl-Schutzgruppe (POM) haben hier
vielfdltigen Finsatz gefunden, sind in hydrolytischen Studien und Inhibitionsexperimenten
beziiglich Membrangéngigkeit und enzymatischen Abbau untersucht worden und scheinen

deshalb fiir die Synthese am besten geeignet.

Die entsprechenden neutralen Phosphorsduretriester sollen durch passive Diffusion die
Membran der Zelle passieren kdnnen. Im Anschlul soll durch intrazellulire enzymatische

Offnung  durch  Carboxylatesterasen  (E.C.  3.1.1.1)"°*"°"  der  urspriingliche
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3. Bioaktive Phosphatschutzgruppen

Phosphorsduremonoester  zuriickgebildet ~werden.  Hierbei wird zundchst eine
Acyloxymethylester-Bindung zum Hydroxymethyl-Derivat hydrolysiert. Das erhaltene
Intermediat ist chemisch labil und stabilisiert sich unter Verlust eines Molekiils Formaldehyd

. . 101,102
zum Phosphorsdurediester. ™

Zur Abspaltung der zweiten Acyloxymethyl-Gruppe werden unterschiedliche Mechanismen
postuliert. Zum einen wird angenommen, daf3 die zweite Estergruppe in gleicher Weise durch
Esterasen  hydrolysiert wird, so daB iiber das Hydroxymethyl-Derivat der
Phosphorsiuremonoester erhalten wird.'’'"'"> Auf der anderen Seite wird postuliert, daB die
Esterase durch die negative Ladung am Phosphorsdurediester in ihrer Aktivitdt gehindert ist.
Erst durch die enzymatische Spaltung durch eine Phosphodiesterase (E.C. 3.1.4.1) wird der

Phosphorsiduremonoester zuginglich (Abb. 19).'°"!%2

Die Geschwindigkeit des hydrolytischen
Abbaus ist abhingig von der Art der Phosphat-Schutzgruppe.'”' Die POM-Funktion weist
hierbei als sterisch anspruchsvollere Gruppe eine hohere Stabilitit auf als die AM-Gruppe.
Sowohl Formaldehyd als auch die freigesetzte Essigsdure sind physiologisch gesehen
tolerierbar. Bei Pivalinsdure, die bei der POM-Abspaltung entsteht, ist hingegen von einer

geringeren Toleranz auszugehen.

(0]
0 il N
| O—CHy-O--C—CH; Esterase (\? /61 CH-O—H
RO— P\ W» RO— p\
0—CHy-O—C—CH T — CH-O—C—
2 I 3 _HOAc O—CH,-0O % CH;
(0]
R = a-D-Mannopyranosyl-Einheit -HCHO
_y®
(e}
0 6o Phosphodiesterase I 0°©
Il 4
RO— P/ < RO—P
\O o O—CHTO—(HZ—CH3
Esterase
-HCHO +H,0
-H® o o -HOAc
10
RO— P\
O—CH,-OH

Abb. 19 Enzymatische Offnung am Beispiel eines Bis-acetoxymethyl-mannopyranosyl-1-
phosphats
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Neben der Phosphat-Funktion werden auch die Hydroxy-Funktionen am Zucker durch
Schutzgruppen maskiert. Dies erscheint sinnvoll, um sowohl Stabilitét als auch Lipophilie zu
verbessern, denn Hydroxy-Gruppen, die sich in vicinaler Stellung zum Phosphorséuretriester
befinden, konnen nach enzymatischer Spaltung an der Bildung von cyclischen Phosphat-
Intermediaten beteiligt sein. Die Hydroxy-Gruppen werden als Ester und Carbonate geschiitzt.

103,104
7 und

Die Butyryl-Schutzgruppe kam in der Vergangenheit erfolgreich bei Nucleotiden
Polyphosphatinositolen’” zum Einsatz. Von Vorteil ist, daB dieser Ester ebenso wie die AM-
und die POM-Schutzgruppen durch intrazellulire Esterasen gespalten wird. Neben der
Butyryl-Gruppe werden Acetyl- und Pivaloyl-Schutzgruppen verwendet, da anzunehmen ist,
daB sie in gleicher Weise enzymatisch angegriffen werden. Des weiteren sollten durch ihre
Einfiihrung Variationen des lipophilen Charakters erreicht werden. Aulerdem wird die iso-
Propylcarbonat-Funktion als Schutzgruppe eingesetzt. Carbonate haben sich bei der
Peptidsynthese als Schutz der Aminogruppe in Aminosduren bewéhrt. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Estern erfolgt die Abspaltung nicht enzymatisch, sondern chemisch unter
sehr milden sauren Bedingungen. Bei einem physiologischen pH-Wert zerfillt die iso-

Propylcarbonat-Gruppe iiber einen Kohlensdurehalbester in Kohlendioxid und iso-Propanol.

Beide Produkte sind in der Zelle tolerierbar und somit aus biologischer Sicht unbedenklich.

3.2. Synthese der Mannose-1-Phosphat-Derivate

Ausgehend von D-Mannose werden zunédchst die OH-Gruppen am Zucker maskiert, um dann

die Phosphat-Gruppe in das Molekiil einzufiihren.

D-Mannose wird in einer sdurekatalysierten Fischer-Glycosylierung'® mit Benzylalkohol
zum Benzylmannosid 1 umgesetzt. Die restlichen OH-Gruppen werden anschlieend als Ester
bzw. Carbonate unter Verwendung von  Buttersdurechlorid,  Pivaloylchlorid,
Essigsdureanhydrid bzw. iso-Propylchlorformiat blockiert, so dafl die entsprechenden
substituierten o-Mannopyranoside 3, 4, S5, und 6 erhalten werden. Die folgende
hydrogenolytische Abspaltung der Benzylschutzgruppe an Pd/C (10 %) liefert die Mannose-
Derivate 7, 8, 9 und 10 mit freier anomerer OH-Gruppe. Das acetylierte Derviat 10 ist
alternativ iiber das Pentaacetat 2 und folgende selektive Deacetylierung mit Hydrazinacetat

leicht zugénglich (Abb. 20).'%!"
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Abb. 20 Synthese der Mannose-Akzeptoren

Bemerkenswert ist, dal schon auf dieser Stufe der Synthese alle Mannose-Derivate
anomerenrein als a-Anomer vorliegen. Es sei an dieser Stelle deshalb auf die Besonderheiten

der anomeren Konfiguration von Mannose hingewiesen.

Bei den meisten Monosacchariden ist das o.-Anomer als thermodynamisches Produkt trotz der
sterisch unglinstigeren axialen Stellung wegen des anomeren Effektes begiinstigt. Durch den
EinfluB von Lo&sungsmitteln, Substituenten und Temperatur 1468t sich jedoch auch das
B-Anomer synthetisieren, so dafl Glycoside und Glycosen als Anomerengemische vorliegen.
Die GroBle des anomeren Effektes wird zusétzlich durch den Substituenten an Position 2
beeinflult. Bei einer axialen Stellung wie bei Mannose kommt es zu einer Verstirkung des
anomeren Effektes, da das antibindende o*-Orbital der C-2-X-Bindung in die
Wechselwirkung des freien Elektronenpaares am Ringsauerstoff mit dem o*-Orbital der C-1-
X-Bindung einbezogen wird. Deshalb entsteht bei Mannose fast ausschlieBlich das

o-Anomer.

Die Anomeritit glycosidischer Bindungen 148t sich im allgemeinen anhand des 'H-NMR-
Spektrums bestimmen. Nach der Karplus-Beziehung ergibt sich fiir a-Glycoside bei einem

Diederwinkel von 60°, d. h. einer cis-trans-Stellung von H-1 und H-2, eine
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Kopplungskonstante von J;» = 3.5 Hz. B-Glycoside zeigen bei einem Diederwinkel von 180°,
der einer trans-trans-Stellung von H-1 zu H-2 entspricht, eine Kopplungskonstante von
Ji2~ 8 Hz. Bei D-Mannose ist die Zuordnung schwieriger. Hier weisen beide Anomeren
einen Diederwinkel von etwa 60° und damit eine dhnliche Kopplungskonstante J; » auf. Eine
eindeutige Unterscheidung von a- und B-Mannopyranosiden ist nur mit einem '*C-gated-
NMR-Spektrum  moglich. In diesem nicht entkoppelten Spektrum kann die
Kopplungskonstante zwischen C-1 und H-1 bestimmt werden, deren Grofe fiir beide

08109110 Qje betrdgt  fiir

Anomere  charakteristische =~ Unterschiede  aufweist.
o-Mannopyranoside 'Jc.; i1 = 170 - 180 Hz, fiir f-Mannopyranoside werden Werte 'Je. .1 ~

150 - 160 Hz beobachtet.

Im néchsten Schritt wird die Phosphat-Gruppe in das Molekiil eingefiihrt. Die Mannose-
Derivate 7, 8, 9 und 10 mit der freien anomeren Hydroxy-Funktion werden hierbei als
Akzeptoren in einer Phosphorylierungsreaktion eingesetzt. Unter Verwendung von Dibenzyl-
N, N-di-iso-propylphosphoramidit in Gegenwart von 1H-Tetrazol wird zunichst der Phosphit-
Triester erzeugt, der in situ mit 3-Chlorperbenzoesdure (MCPBA) zum Phosphat oxidiert
wird, so daB3 die Phosphorséuretriester 11, 12, 13 und 14 in sehr guten Ausbeuten (~ 90 %
iber beide Stufen) erhalten werden (Abb. 21).

OR OR OR
OR (BHO),PNCPY OR OR
_0 n0), )2 -0 -0
RO > RO _ MCPBA _ RO
RO 1H-Tetrazol RO 0°C RO o
OBn [ _OBn
o CH:Lh O—p~ 0P~
7 R=Bt OBn 11 R=Bt OBn
8 R=Piv 12 R=Piv
9 R=—CO0—_ 13 R=—C00—_
10 R=Ac OR 14 R=Ac
OR
_0
RO
RO 0 H,
|_OoH -
0—p_ Pd/C
15 R=Bt OH
16 R =Piv
17 R=—C00—_
18 R=Ac

Abb. 21 Synthese verschiedener Mannose-1-Phosphate
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1 H-Tetrazol als schwache Saure (pK, = 4.9) kommt bei der Aktivierung des Phosphors eine
wichtige Funktion zu.''"''? Es bildet mit dem Phosphoramidit-Reagenz nach Austritt der
Aminfunktion ein Tetrazolid, wodurch der nucleophile Angriff der OH-Gruppe auf das
Phosphoratom erleichtert wird. Die Synthese der dibenzylgeschiitzten Phosphate nach der
Phosphoramidit-Methode zeigt hinsichtlich der Ausbeute und der Reaktionsfithrung deutliche
Vorteile gegeniiber der hiaufig angewendeten Darstellung von Glycosylphosphaten aus dem

entsprechenden Glycosylbromid mit Dibenzylphosphat als Reagenz.**

Mittels NMR-Spektroskopie kann eindeutig nachgewiesen werden, dall die Phosphat-Gruppe
erfolgreich in das Molekiil eingefiihrt wurde. Im "H-NMR ist eine zusitzliche Aufspaltung
des H-1 zu einem dd-System zu beobachten. Die Kopplungskonstante betrégt Ju1p = 6.5 Hz.
Auch im “C-NMR sind zusitzliche Aufspaltungen sichtbar. So sind neben C-1 (*Jc.ip = 5
Hz) und C-2 (Jc.ap ~ 11 Hz) auch die CH,-Einheit der Benzylschutzgruppe (*Jcmap ~ 6 Hz)
zum Dublett aufgespalten. Ein weiterer Nachweis gelingt durch die *'P-NMR-Spektroskopie.
Chemische Verschiebungen im Bereich von —1.7 ppm bis —2.0 ppm entsprechen denen von
Phosphaten. Anhand des '*C-gated-NMR kann gezeigt werden, daB alle Verbindungen als

a-Anomere vorliegen (Jc.1 1 = 179 Hz).

Die anschlieBende hydrogenolytische Spaltung der Benzylschutzgruppen an Pd/C (10 %)
verlduft problemlos in hohen Ausbeuten und flihrt zur Bildung der ungeschiitzten Phosphate
15, 16, 17 und 18 (Abb. 21). Die NMR-spektroskopische Untersuchung dieser Molekiile ist
durch die freie Phosphat-Gruppe erschwert, da es aufgrund dynamischer Effekte zu einer
starken Linienverbreiterung kam. Die Auswertung der MALDI-TOF-Spektren bestétigt das
Vorhandensein der entsprechenden Phosphate, liefert aber dariiber hinaus iiberraschende
Erkenntnisse. Alle drei Verbindungen zeigen die erwarteten Molekiilpeaks [M+Na]™ und
[M+K]". Es werden jedoch die Massen weiterer Spezies beobachtet, die wie folgt zu erkliren
sind. Nach Deprotonierung der freien Phosphate kommt es durch Anlagerung eines Metall-
Kations (Na oder K) zur Neutralisierung. Dieses Molekiil lagert nun ein weiteres Metall-
Kation an, so daB es zur Ausbildung folgender Molekiilpeaks kommt: [M-H+Na+Na]",
[M-H+Na+K]" und [M-H+K+K]". Dieses Phidnomen ist im Mittel nur an einer der beiden P-

OH-Funktionen zu beobachten.
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Die freigesetzte Phosphat-Funktion dieser Verbindungen wird nun mit den eingangs
erwahnten bioaktiven Schutzgruppen maskiert. Brommethylacetat ist ein kdufliches Reagenz,
wohingegen lodmethylpivaloat aus Chlormethylpivaloat und Natriumiodid frisch hergestellt
wird.” Beide Verbindungen reagieren unter Basenkatalyse von N-Ethyl-di-iso-propylamin
(DIPEA) mit den Zuckerphosphaten in einer nucleophilen Substitution®, wobei die
gewlinschten AM-geschiitzten Mannose-1-Phosphate 19, 21, 23 und 25 und die entsprechend
POM-geschiitzten Verbindungen 20, 22, 24 und 26 erhalten werden (Abb. 22).

OR

OR
Br—CH,-0-CO-CH;  Ro -Q I—CH,~O-CO—C(CHs)3
DIPEA RO 0 DIPEA
MeCN o_pOH MeCN
~
15 R=Bt OH
16 R =Piv
17 R=—CO0—_
oR 18 R=Ac
OR
OR OR
0 "0
RO o RO o
|| O—CH;-0—C—CHjs & -0~ CHa-0—C—C(CHy;
< -
0—CH,-0O—C—CH ~O—CHr O
19 R=Bt 2 H 3 20 R=Bt (0] CHZ O ﬁ C(CH3)3
21 R = Piv o 22 R=Piv
23 R=—C00—_ 24 R=—C00—_
25 R=Ac 26 R=Ac

Abb. 22 Synthese der Mannose-1-Phosphat-Derivate unter Verwendung bioaktiver
Phosphatschutzgruppen

Die erzielten  Ausbeuten  sind  allerdings nur  miBig, obwohl laut
diinnschichtchromatographischer Kontrolle eine vollstindige Umsetzung der Edukte
angezeigt wurde. Leichte Verbesserungen konnen durch Arbeiten unter Schutzgasatmosphire,
Vortrocknung der Reagenzien und die Destillation von DIPEA erzielt werden.
Reaktionszeiten und Temperatur haben keinen entscheidenden Einflu3 auf die Ausbeute. Die
schwache Nucleophilie der Phosphatgruppe und ihre mangelnde Stabilitdt unter den leicht
basischen Reaktionsbedingungen, sichtbar durch das Auftreten der geschiitzten Mannose mit
freier anomerer OH-Gruppe, scheinen die Ursache fiir die geringen Ausbeuten zu sein. Die
besten Resultate werden so mit der AM-Schutzgruppe bei den Butyryl-, Pivaloyl- bzw.
Acetyl-geschiitzten Mannose-1-Phosphaten erreicht (19: 58 %, 21: 31 %, 25: 31 %). Die
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Ausbeuten beim Einsatz der POM-Gruppe sind stets schlechter als die bei Verwendung der
AM-Gruppe. Ebenso zeigt das iso-Propylcarbonat-geschiitzte Mannose-1-Phosphat von allen
Derivaten die grofite Labilitét, was zur schlechtesten Ausbeute von 4 % fiir Verbindung 24

fihrt.

Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen belegen, daf3 alle Verbindungen anomerenrein
vorliegen. Die 'Jc.i u.1-Kopplungskonstanten im '*C-gated-Spektrum weisen Werte zwischen
174 Hz und 181 Hz auf, was beweist, dafl es sich um a-Anomere handelt. Die nucleophile
Substitution erfolgt also ohne Umlagerungen oder unter Offnung der glycosidischen Bindung.
Die Kopplungskonstanten zum Phosphor im 'H-NMR- und im *C-NMR-Spektrum zeigen die
erwarteten Werte. Ebenso entsprechen die chemischen Verschiebungen im *'P-NMR denen
von Phosphaten. Im Vergleich zu den Dibenzyl-geschiitzten Verbindungen 11 — 14 sind die
Werte leicht hochfeldverschoben (6 = -5 ppm).

3.3. Enzymatische und biologische Untersuchungen

Es ist durch Einsatz von bioaktiven Phosphatschutzgruppen und die Verwendung von Estern
und Carbonaten gelungen, Mannose-1-Phosphat derartig zu derivatisieren, dal} eine

Membrangingigkeit und damit eine Penetrierung der Zelle moglich erscheint.

Es gilt zundchst, den in der Literatur'®'"" beschriebenen enzymatischen Abbau der
Fettloslichkeit vermittelnden Schutzgruppen zu iberpriifen. Hierfiir wird der als
Modellkomponente ausgesuchte AM-Ester des butyrylierten Mannose-1-Phosphates 19 in
einer enzymatischen Reaktion mit Carboxylatesterasen eingesetzt. Als erstes wird eine
Standardreaktion ohne Enzym durchgefiihrt, um die Stabilitit der Verbindung unter den
gegebenen Reaktionsbedingungen zu testen. Die Substanz wird in Phosphatpuffer (pH 7.4,
0.05 M) bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Sowohl DC- als auch NMR-Analyse zeigen, daf das

Phosphat unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen stabil ist.

AnschlieBend wird Verbindung 19 in Phosphatpuffer (pH 7.4, 0.05 M) mit
Schweineleberesterase (roh, E.C. 3.1.1.1) bei 37 °C fiir 3 Stunden inkubiert. Eine
sdulenchromatographische Reinigung an Biogel und Auftrennung aller einzelnen Produkte
mit anschlieBender NMR-spektroskopischer Analyse erscheint auch angesichts der geringen

Substanzmenge als nicht realistisch. Es bietet sich deshalb eine MALDI-TOF-
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massenspektrometrische Analyse des Reaktionsgemisches an. Durch das wilrige salzhaltige
Reaktionsmedium wird diese Untersuchungsmethode jedoch nahezu unméglich. Der Einsatz
von ZipTip™ verspricht eine Losung dieses Problems. Es handelt sich hierbei um eine
Pipettenspitze, die ein Chromatographiemedium enthdlt, das zur Reinigung,
Aufkonzentrierung und Entsalzung von Proteinen oder Oligonucleotiden im Femto- und
PicomolmaBstab verwendet wird. Die Probe wird wie bei einer Sdulenchromatographie
aufgebracht und durch entsprechende Losungsmittel eluiert. Die Eluate sind hierbei fiir den
direkten Transfer auf einen MALDI-TOF-Teller geeignet. Der Reaktionsansatz wird also mit
Methanol gequencht, zentrifugiert und unter Verwendung von ZipTipc.is entsalzt. Die
Eluierung des Produktes erfolgt entlang eines Wasser-Methanol-Gradienten. Eine MALDI-
TOF-Analyse zeigt neben dem Edukt 19 die Komponenten mit einer sowie mit keiner AM-
Funktion, was darauf hinweist, daB die AM-Schutzgruppen nacheinander enzymatisch
gedffnet werden. Des weiteren wird eine Butyryl-Schutzgruppe entfernt. Es ist anzunehmen,
dal3 es sich dabei um die in Position 6 befindliche Funktion handelt, da ein Ester eines
primiren Alkohols als besonders reaktiv erachtet werden muB. Uberraschenderweise werden
die anderen Zucker-Schutzgruppen nicht entfernt. AuBerdem wird die Bildung der
butyrylierten Mannopyranose mit freier 1-OH-Gruppe als Nebenprodukt nachgewiesen (Abb.
23).

Der gleiche enzymatische Test wird nun mit Schweineleberesterase als Reinenzym (3.2 M
(NH4)2SO4-Losung, pH 8) durchgefiihrt. Verbindung 19 wird wieder in Phosphatpuftfer
(pH 7.4, 0.05 M) mit dem Enzym bei 37 °C fiir 3 Stunden inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgt
wie zuvor beschrieben. Zusétzlich zur MALDI-TOF-Analyse wird ein ESI-Spektrum
aufgenommen. Es kann erneut gezeigt werden, dal3 beide AM-Funktionen entfernt werden. Im
MALDI-TOF-Spektrum ist wiederum nur der Verlust einer Butyryl-Gruppe zu identifizieren.
Ebenso kann butyrylierte Mannopyranose mit freier anomerer OH-Gruppe als Nebenprodukt
zugeordnet werden. Im ESI-Spektrum wird zusdtzlich deutlich, daf8 alle vier Butyryl-
Schutzgruppen abgespalten werden, womit der Nachweis von entschiitztem Mannose-1-
Phosphat gelungen ist. Die beim enzymatischen Abbau auftretenden Hydroxymethyl-

Intermediate konnen ebenfalls identifiziert werden (Abb. 23).
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Abb. 23 MALDI-TOF-Analyse des Enzymversuchs von Verbindung 19 mit einigen
exemplarischen Massenzuordnungen

Zusammenfassend 148t sich sagen, daBl diese ersten Versuche mit Carboxylatesterasen
eindeutig belegen, da3 sowohl die bioaktiven Phosphatschutzgruppen als auch die Butyryl-
Funktionen an der Kohlenhydrateinheit enzymatisch gedffnet werden, so dal Mannose-1-
Phosphat als Zielmolekiil zugédnglich wird. Aufgrund dieser positiven Ergebnisse scheint es
angebracht, die Wirksamkeit der synthetisierten Verbindungen 19 — 26 an Zellen in vitro zu

untersuchen.

Die biologischen Tests an menschlichen Zellen sollen zeigen, ob die Substanzen in der Lage
sind, sich am Aufbau der Oligosaccharidstrukturen fiir die Synthese der Glycoproteine zu
beteiligen. Dies setzt voraus, dal die Komponenten durch die Membran in die Zelle
penetrieren konnen. Innerhalb der Zelle muf3 es dann zur enzymatischen Abspaltung sowohl
der Phosphat- als auch der Kohlenhydrat-Schutzgruppen kommen. Die Tests werden an
Zellkulturen von Gesunden zur Kontrolle und von CDG-Ila-Patienten durchgefiihrt. Ein
Enzymdefekt der Phosphomannomutase 2 fiihrt bei diesen Patienten zur Bildung von
verkiirzten Oligosaccharidketten, die dann fiir eine fehlerhafte Glycosylierung des Proteins
verantwortlich sind. Eine biologische Aktivitit der Substanzen wiirde sich dementsprechend

in einer Korrektur der aufgebauten Oligosaccharidstruktur duflern.
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Die Versuche werden durchgefiihrt an Fibroblasten aus der Haut, die in Earle’s MEM
(spezielles Nidhrmedium) kultiviert sind.'"” Diese Zellkulturen werden radioaktiv mit [2-°H]-
Mannose markiert. Dem Markierungsmedium wurden zuvor die entsprechenden
Versuchssubstanzen (1 M Stammldsung in DMSO) zugesetzt, so dall eine Konzentration von
1 mM Substanz erreicht wird. Eine jeweilige Kontrollzellkultur (Patient und zur Kontrolle
Gesunder) wird ohne Zugabe von Substanz markiert. Die so behandelten Zellkulturen werden
bei 37 °C inkubiert, hierbei kommt es zum Aufbau der zu untersuchenden
Oligosaccharidstrukturen. AnschlieBend werden die Zellen verschiedenen Reinigungs- und
Extraktionsschritten unterworfen. Es werden hierbei unterschiedliche Pellets gewonnen. Die
einen enthalten die Protein-gebundenen Oligosaccharide (PDO-Analyse) und die anderen
Dolicholpyrophosphat-gebundene Oligosaccharide (LLO-Analyse). Bei der LLO-Analyse
werden die Kohlenhydrate durch saure Hydrolyse freigesetzt und anschlieend durch HPLC

untersucht.

Die Verbindungen 19, 20, 21, 25 und 26 werden in DMSO gelost und an Kontroll- und
Patientenfibroblasten getestet. Die Substanzen 25 und 26 zeigen eine alle Erwartungen
tibertreffende biologische Aktivitit. Nach ihrer Zugabe zu Patientenfibroblasten kommt es zu
einer Totalkorrektur des Phénotyps (Abb. 24). Das bedeutet, es werden vollstindig aufgebaute
Oligosaccharidstrukturen (G3 — GlcsMangGIcNAc;) gebildet. Ohne Zugabe von Substanz
zeigt das HPLC-Spektrum nur unvollstindig aufgebaute Oligosaccharidstrukturen (M4 —
ManyGIcNAc; und M3 — Man;GlcNAc,).

Die Substanz 19 zeigt ebenfalls einen positiven Effekt. Nach ihrer Zugabe zu
Patientenfibroblasten kommt es zu einer Teilkorrektur des Phénotyps. Die charakteristischen
verkiirzten Oligosaccharidstrukturen M4 und M3 sind nicht mehr sichtbar. Stattdessen konnen
Peaks im Bereich hoher glycosylierter Oligosaccharide erkannt werden. So ist ein kleiner

Peak einer G3-Struktur zuzuordnen (Abb. 25).
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Abb. 24 HPLC-Analyse der LLO (Lipid Linked Oligosaccharides) der Substanzen 25 und 26
Gle;ManyGleNAc; (G3), ManyGlcNAc, (M4) und Man;GIcNAc, (M3)

Die Verbindungen 20 und 21 zeigen keinen Effekt auf den Aufbau der Oligosaccharide. Das
HPLC-Spektrum weist nach ihrer Zugabe zu den Patientenfibroblasten keine Verdnderung

auf. Die verkiirzten Kohlenhydratketten M3 und M4 sind weiterhin sichtbar (Abb. 26).
Die Verbindungen 22, 23 und 24 zeigen sich schon beim Ansetzen einer Stammldsung als in

DMSO unléslich und kénnen somit nicht im eigentlichen Zellversuch eingesetzt werden. Es

lassen sich deshalb keine Aussagen iiber ihr biologischen Potential treffen.
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Abb. 25 HPLC-Analyse der LLO (Lipid Linked Oligosaccharides) von Substanz 19
Glc;ManygGleNAc; (G3), Gle,MangGleNAc, (G2), GleMangGleNAc, (G1), ManyGlcNAc,
(M9), ManyGlcNAc, (M4) und Man;GlcNAc, (M3)
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Abb. 26 HPLC-Analyse der LLO (Lipid Linked Oligosaccharides) von Substanzen 20 und 21
Glc;ManygGleNAc; (G3), Gle,ManyGleNAc, (G2), GleMangGleNAc, (G1), ManyGlcNAc,
(M9), ManyGlcNAc, (M4) und Man;GlcNAc, (M3)
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In der Literatur ist beschrieben,”’ daB bei in vitro Tests Verdnderungen des Phinotyps, d. h.
ein vollstindiger Aufbau der Oligosaccharidstrukturen, durch Zugabe von hohen
Konzentrationen D-Mannose erreicht wird. Eine exakte Erkldrung dieses Phdnomens steht
noch aus. Es mull nun gezeigt werden, dal3 die beschriebenen Korrekturen nicht durch freie
Mannose verursacht werden, die durch Zersetzung der inkorporierten Substanzen entstehen
kann. Hierzu wird eine GC-Analyse der Verbindungen durchgefiihrt. 0.25 pl der 1M
Stammldsung werden im gleichen Medium, das bei der LLO-Analyse verwendet wird,
inkubiert. Hierbei wird MEM einmal mit FCS (fetales Kilberserum) und einmal ohne FCS
versetzt. Nach entsprechenden Reinigungs- und Extraktionsschritten und nachfolgender
Bildung von Trimethylsilyl-Derivaten erfolgt die GC-Analyse, anhand derer die Aussage
getroffen werden kann, da die getesteten Subfstanzen keine Mannose freisetzen, so daf3 die
beobachteten Korrekturen des Phénotyps auf die biologische Aktivitit des zugefiihrten

Mannose- 1-Phosphates zuriickzufiihren sind.

Um im weiteren die biologische Stabilitit abschitzen zu konnen, werden erste
Untersuchungen in Plasma und in Fibroblasten vorgenommen. Verbindung 19 wird erneut als
Modellkomponente ausgewdihlt. Die Substanz wird in PBS (pH 7.4) gel6st. Eine 1mg-Portion
dieser Stammlosung wird in Plasma und in Fibroblasten (PBS, 0.33 pg/ul) aufgenommen und
bei 37 °C fiir 3 Stunden bzw. iiber Nacht inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgt in gleicher
Weise wie fiir die beschriebenen enzymatischen Versuche. Die Aufnahme eines MALDI-
TOF-Spektrums liefert fiir die Ansétze in Plasma und in Fibroblasten die gleichen Ergebnisse.
Es kann gezeigt werden, da3 beide AM-Funktionen entfernt werden bei gleichzeitigem
Verlust einer Butyryl-Gruppe. Butyrylierte Mannopyranose mit freier anomerer OH-Gruppe
kann als Nebenprodukt identifiziert werden. Aulerdem tritt in allen Spektren ein gleicher
Signalsatz auf, dessen Massen keine Strukturen zugeordnet werden kdnnen (m/z = 647, 663,
685 und 701). AbschlieBend bleibt festzustellen, dal die Zeitdauer der Inkubation keinen

EinfluB hat, weil die aufgenommenen Spektren unveréndert bleiben.
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3. Bioaktive Phosphatschutzgruppen

Diese ersten enzymatischen und biologischen Untersuchungen haben gezeigt, dal3 das unter
Einsatz von biologisch reversiblen Schutzgruppen derivatisierte Mannose-1-Phosphat durch
die Membran in die Zelle penetrieren kann und dort durch intrazelluldre enzymatische
Offnung durch Carboxylatesterasen freigesetzt wird. Das so zugiingliche Mannose-1-
Phosphat fiihrt zu einer Korrektur im Aufbau der Oligosaccharidstrukturen, was einen Einsatz
als Therapeutikum moglich erscheinen 1d46t. Um ein umfassenderes Bild der biologischen
Aktivitdt zu erhalten, stehen in Zukunft weitere Untersuchungen an. So sollen in vivo Tests
am Mausmodell durchgefiihrt werden. Des weiteren spielt die Verbesserung der Loslichkeit
und die Wahl eines geeigneteren LoOsungsmittels als DMSO eine wichtige Rolle. Auch

galenische Aspekte miissen in Betracht gezogen werden.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

4. Mannose-1-Phosphat-Derivate mit Alkoholen als lipophile
Einheit

4.1. Einleitung

Im vorgangegangenen Kapitel wurde dargestellt, wie verschieden substituierte Mannose-1-
Phosphate durch FEinsatz bioaktiver Phosphatschutzgruppen in membrangéngige
Verbindungen umgewandelt und deren biologische Aktivititen getestet wurden. Neben dieser
Prodrug-Strategie sind auch andere Ansétze zur Synthese entsprechend lipophiler Mannose-1-

Phosphat-Derivate verfolgt worden.

Das Ziel ist wiederum, Mannose-1-Phosphat derart zu derivatisieren, da3 hohere Lipophilie
und Stabilitdt erreicht werden, die eine Membrangingigkeit erlauben. Es soll erneut der
Phosphoramidit-Weg bei der Synthese der entsprechenden Derivate zur Anwendung kommen.
Im Gegensatz zu der im vorherigen Kapitel beschriebenen Synthesesequenz, bei der die
Methode nur zur Etablierung der Phosphat-Funktion im Molekiil diente, soll im vorliegenden
Fall eine lipophile Einheit direkt iiber ein entsprechend synthetisiertes Phosphoramidit-
Reagenz in das Molekiil eingebracht werden.

Bei dieser von Perich und Johns’®"!

eingefiihrten Methode, einer Phosphit-Variante, kommen
die Phosphoramidite, P(III)-Verbindungen mit Amin-Funktionen als Abgangsgruppen, zum
Einsatz. AnschlieBende Oxidation fiithrt zur Bildung eines Phosphates, einer P(V)-
Verbindung. Ein Vorteil ist, daB Funktionalisierungen am Phosphor im Vorwege leicht bei
der Synthese der Phosphoramidit-Reagenzien etabliert werden kdnnen, um entsprechend
asymmetrische Phosphorsdureester zu erzeugen. Bei Verwendung von Phosphat-Reagenzien
ist diese Funktionalisierung schwieriger, so dafl hiufig kdufliche symmetrische Phosphate
eingesetzt werden. Aullerdem zeichnen sich Phosphate durch eine geringere Reaktivitit aus.
Des weiteren weisen bei den P(Il)-Komponenten Phosphoramidite gegeniiber
Chlorphosphiten eine hohere Stabilitdt und bessere Abgangsgruppen auf. SchlieBlich hat sich
diese Methode schon bei der Synthese der dibenzylgeschiitzten Phosphate als dullerst effizient
erwiesen (Kap. 3.2.). Im Gegensatz zum dort verwendeten Dibenzyl-N,N-di-iso-
propylphosphoramidit ist hier die Synthese eines entsprechend funktionalisierten

Phophoramidit-Reagenzes notwendig.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Als Fettloslichkeit vermittelnde Gruppen bieten sich Farnesol und Phytol als langkettige
Terpen-Alkohole an, die innerhalb der Terpenbiosynthese Vorldufer des Dolichols darstellen.
Wie beschrieben, ist Dolichol als Dolicholphosphat das essentielle Tragermolekiil fiir
Kohlenhydrate in der Biosynthese der Glycoproteine.** Hierbei ist ein ,,Umklappen der
Dolicholphosphat-gebundenen Oligosaccharide von der cytosolischen zur luminalen Seite der
ER-Membran mittels eines Flip-Flop-Mechanismus beschrieben.* Es wird nun angenommen,
daB3 bei Farnesol und Phytol als strukturell sehr &hnlichen Molekiilen ein dhnlicher Flip-Flop-
Mechanismus zur Uberwindung der Zellmembran vermittelt wird. Mannose-1-Phosphat wird
folglich durch Kupplung mit Farnesol oder Phytol so derivatisiert, da3 eine Penetration durch
die Zellmembran in die Zelle moglich erscheint. Da Farnesol und Phytol als cis-trans-
Stereoisomerengemische vorliegen, wird zunidchst trans-2-Hexen-1-ol als Modellsubstanz
eingesetzt (Abb. 27). Dadurch konnen die Methodik des gewihlten Reaktionsweges getestet

und die spektroskopischen Untersuchungen vereinfacht werden.

HO

H
Dolicholn=10-11
Farnesol Phytol trans-2-Hexen-1-o0l

Abb. 27 Dolichol und lipophile Alkohole

Ist die Phosphat-Funktion nun mit einem Mannose-Rest und einer lipophilen Einheit verestert,
liegt sie dementsprechend als Phosphorsdurediester vor. Dies wiirde ein bifunktionales
Phosphoramidit-Reagenz  voraussetzen = (Abb. 28a). Mehrfachsubstitutionen  und
Produktgemische bei der Einfiihrung der Kohlenhydratkomponente wéren unvermeidlich.
Deshalb scheint es sinnvoller, ein monofunktionales asymmetrisches Phosphoramidit-
Reagenz einzusetzen (Abb. 28b), bei dem eine weitere Position durch eine Schutzgruppe
blockiert ist, die am Ende der Synthese wieder abgespalten wird, so dal Mannose-1-Phosphat

mit einer freien Hydroxy-Funktion die Zellmembran {iberwinden kann.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

_N(Pr),
SN(Pr),
a b

_N(Pr),

R'O—P
~OPG

R'O—P

R’ =lipophile Einheit PG = Schutzgruppe

Abb. 28 Beispicle eines mono- und bifunktionalen Phosphoramidit-Reagenzes

Bei der Wahl der Schutzgruppen ist zum einen die Stabilitdt der glycosidischen Phosphat-
Bindung zu beachten, die im Basischen relativ stabil, bei saurem pH-Wert jedoch eher labil
ist. Auf der anderen Seite sollte auch die Struktur der lipophilen Einheit unter den
Reaktionsbedingungen der Entschiitzung unverdndert bleiben. Somit scheidet eine
Schutzgruppe, die durch Hydrogenolyse entfernt wird, aus, da es sicherlich zu Reaktionen an

den ungesittigten Bereichen der Alkohole kommt.

Fiir diese Problemstellungen wurde deshalb folgender Schutzgruppensatz ausgewihlt:
2-Cyanoethyl- (CE), Allyl- (All) und 2, 2, 2-Trichlorethyl- (TCE) Schutzgruppen. Sowohl die
Cyanoethyl- als auch die Trichlorethyl-Funktionen haben bisher weite Verbreitung als
Phosphatschutzgruppen in der Oligonucleotidsynthese gefunden. Die Cyanoethyl-Gruppe,

urspriinglich von Tener fiir die Phosphordiester-Methode eingefiihrt,'*

wurde von Letsinger
et al. in der Phosphortriester-Methode eingesetzt.®''* Die Cyanoethyl-Gruppe ist stabil unter
sauren Bedingungen, 146t sich aber leicht durch eine milde Base entfernen. Die Trichlorethyl-
Gruppe wurde erstmals von Eckstein und Rizk zur Oligonucleotidsynthese eingesetzt.** Diese
Gruppe ist sowohl sdure- als auch basenstabil und kann durch Zn bzw. Zn/Cu-Paar reduktiv
entfernt werden. Der Einsatz der Allyl-Gruppe bietet sich an, da ihre Entschiitzung katalytisch

moglich ist.

Somit stehen verschiedene Alternativen offen, um der Stabilitit der Mannosyl-Phosphat-
Bindung Rechnung zu tragen. Ein weiterer Aspekt bei der Auswahl der Schutzgruppen ist,
daB3 sie alle strukturell sehr unterschiedlich sind, was eine NMR-spektroskopische

Identifizierung erleichtert.

Analog  zur  Darstellung der  Mannose-1-Phosphat-Derivate  mit  bioaktiven
Phosphatschutzgruppen sollen auch hier die Hydroxy-Funktionen am Zucker durch
Schutzgruppen maskiert werden. Es kommen aufgrund der zuvor eingehend besprochenen
Aspekte die gleichen Ester und Carbonate zum Einsatz: Butyryl-, Pivaloyl-, Acetyl- und iso-
Propylcarbonat-Schutzgruppen (Kap. 3.1.).
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4. Alkohole als lipophile Einheit

4.2. Synthese der Mannose-1-Phosphat-Derivate

Zundchst werden die entsprechend funktionalisierten Phosphoramidit-Reagenzien
synthetisiert. Um ein monofunktionales asymmetrisches Amidit zu erhalten, miissen
Schutzgruppenfunktion und lipophile Einheit in ein geeignetes phosphorhaltiges Molekiil

eingefiihrt werden.

Ausgehend von Phosphortrichlorid erfogt zuerst die Umsetzung mit einem
Schutzgruppenalkohol zu den Phosphordichloriditen 27 und 28 (Abb. 29)."'*!''" Im Gegensatz
zu den in der Literatur''® beschriebenen Reaktionen in Diethylether bei —78 °C liefert die
Umsetzung in Acetonitril bei Raumtemperatur wesentlich bessere Ergebnisse hinsichtlich
Ausbeute und Produktspezifitit. Auf eine Reinigung des jeweils fliissigen Rohprodukts wird
verzichtet, da in der Literatur mehrfach beschrieben wurde, dafl bei Destillation eine

"% und auBerdem die Reaktionsfihrung aufgrund starker HCI-

Zersetzung  eintrat
Gasentwicklung schwierig war. Durch den Einsatz von Phosphortrichlorid im Uberschu wird
eine Mehrfachsubstitution durch weitere Alkoholmolekiile vermieden. Dies konnte mittels
NMR-Spektroskopie durch Integration und Vergleich der Signallage nachgewiesen werden.
Das *'P-NMR-Spektrum zeigt chemische Verschiebungen von & = 181.5 ppm und = 180.4

ppm, die denen von Phosphordichloriditen entsprechen.

MeCN . _cl
R'OH + pCcly; ——> R'O—pP
3 RT ~cl
27 R'=CE
28 R!'=TCE

Abb. 29 Synthese substituierter Phosphordichloridite

Phosphordichloridite wurden erstmals von Letsinger et al.'” in der Synthese von
Desoxynucleotiden eingesetzt. Deshalb wird in einem ersten Versuch getestet, ob diese
Methode''® auch auf die Bildung eines Phosphorséuretriesters bestehend aus Kohlenhydrat,
lipophiler Einheit und Schutzgruppenfunktion ilibertragbar ist. Das Mannose-Derivat 10 wird
unter Schutzgasatmosphidre mit dem Phosphordichloridit 28 und Hexenol bei —78 °C
umgesetzt. Anschliefende Oxidation des gebildeteten Triphosphits mit lod/Wasser soll das
gewlinschte Phosphat liefern (Abb. 30). Bei dieser Reaktion kann jedoch kein Produkt erkannt

werden. Es ist anzunehmen, daf3 schon die beiden Kupplungsschritte nicht erfolgreich waren,
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4. Alkohole als lipophile Einheit

denn ein groBer Nachteil der Phosphordichloridite ist ihre geringe Stabilitdt. Sie werden
deshalb im folgenden als reaktive Vorstufen in der Synthese der wesentlich stabileren

Phosphoramidite dienen.

OR OR
RO -0 1. 28, THF, - 78 °C RO -
RO 2. Hexenol, THEF, - 78 °C RO ? OTCE
OH 3.1, H,0,RT 0—P
- 12, 1Y, \O/\/\/\
10 R = Ac

Abb. 30 Versuch der Synthese eines acetylierten Mannose-1-Phosphates mit Hexenol als lipophiler
Einheit unter Verwendung von Phosphordichloriditen

Die anschlieBende Reaktion der Phosphordichloridite mit Di-iso-propylamin liefert die
Phosphoramidite 30 und 32, die stabiler und somit leichter handhabbar sind (Abb. 3 1).'" Bei
Verbindung 30 ist keine weitere Reinigung notwendig, da das Produkt hinreichend sauber
entsteht. Substanz 32 hingegen wird durch Kugelrohrdestillation gereinigt. Durch einen 10-
molaren UberschuBB an Amin wird bei dieser Reaktionssequenz gewihrleistet, daB beide
Chloratome im Molekiil substituiert werden. Im >'P-NMR-Spektrum ist dadurch eine

deutliche Hochfeldverschiebung der Signale zu konstatieren (& = 15.8 ppm und & = 15.6

ppm).

Cl N(Pr
R'0O—p7 DIPA R'O—p7 (PD)2

1 - N(Pr)
C Diethylether 2

-10°C

27 R'=CE 30 R'=CE

28 R' = TCE 31 RI=All

32 R'=TCE

Abb. 31 Synthese substituierter Bis-N, N-di-iso-propylphosphoramidite

Im weiteren Reaktionsverlauf reagieren diese bifunktionalen Phosphoramidite nun mit einem

als lipophile Einheit fungierenden Alkohol.'*’

Die allylierte Variante 31 ist als kédufliches
Reagenz erhéltlich. Zur Aktivierung wird 1H-Tetrazol als schwache Sdure verwendet.
Umsetzung mit trans-2-Hexen-1-ol liefert die asymmetrischen Phosphoramidite 33, 34 und
35 in zufriedenstellender Ausbeute von 55 - 77 % (Abb. 32). Die Verbindungen sind im
Vergleich zu den Phosphordichloriditen so stabil, dal eine sdulenchromatographische

Reinigung an Kieselgel (Laufmittel: Diethylether/Pentan) moglich ist.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

1~ /N(ipr)z trans-2-Hexen-1-ol RIO_p /N(ipr)z
SN(Pr), DIPA ” N O
1H-Tetrazol
CH,Cly
30 R!=CE 33 R=CE
31 RI=All 34 R'=All
32 R!'=TCE 35 R!'=TCE

Abb. 32 Synthese substituierter N, N-Di-iso-propylphosphoramidite unter Verwendung von trans-2-
Hexen-1-ol

Der Erfolg der Reaktion kann wiederum durch NMR-spektroskopische Untersuchungen
belegt werden. So sind im 'H- und *C-NMR die typischen durch Phosphor verursachten
Aufspaltungen zu beobachten. Die *J-Kopplungen im '"H-NMR nehmen Werte zwischen 7
und 8 Hz an. Im ?C-NMR betragen die *J-Kopplungskonstanten ~18 Hz, die *J-Kopplungen
sind 7 — 8 Hz groB. Die chemischen Verschiebungen im *'P-NMR-Spektrum zeigen die fiir

asymmetrische Phosphoramidite erwarteten Werte um 6 ~ 150 ppm.

Nach der erfolgreichen Synthese der monofunktionalen Phosphoramidit-Reagenzien 33, 34,
und 35 folgen die Kupplungsreaktionen mit Mannose, um die Phosphat-Funktion im
Zuckermolekiil zu etablieren. Als Mannose-Derivate mit einer freien anomeren Hydroxy-
Funktion werden erneut die Akzeptoren 7, 8, 9 und 10 verwendet (Abb. 21). Analog zu der im
Kapitel 3.2. beschriebenen Phosporylierungsreaktion wird nach Aktivierung durch
1H-Tetrazol zunichst ein Phosphorigsduretriester erzeugt, der in situ mit 3-Chlor-
perbenzoesdure oder fert-Butylhydroperoxid zum Phosphat oxidiert wird. Es werden die
Phosphorséuretriester 44 - 52 und 55 in guten bis sehr guten Ausbeuten von 50 % - 90 %
erhalten (Abb. 33).

Die Einfiithrung der Phosphat-Funktion in das Kohlenhydratmolekiil iiber ein Phosphoramidit-
Reagenz hat sich wiederum als eine sehr effiziente Methode bewéhrt. Abweichend zur bisher
verwendeten 3-Chlorperbenzoesdure (MCPBA) wird nun auch tert-Butylhydroperoxid als
Oxidationsmittel eingesetzt. Dessen Verwendung hat sich hinsichtlich der Ausbeute als nicht
nachteilig erwiesen. Ebenso fiihren leichte Verdnderungen im Reaktionsablauf wie
Losungsmittelwechsel (Acetonitril/Dichlormethan) und Wechsel in der Reihenfolge der

Zugabe der Reagenzien sowie in der Aufarbeitung weder zu schlechteren noch zu besseren
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Ausbeuten. Es bleibt festzuhalten, daf3 fiir den Erfolg der Reaktion die Verwendung von 1H-

Tetrazol zur Aktivierung essentiell notwendig ist. Die Wahl der Losungs- und

Oxidationsmittel spielt anscheinend nur eine untergeordnete Rolle.

OR OR
OR OR
RO -0 2o /N(iPr)z 1H-Tetrazol RO -0
v
OH 0= P\O/\/\/\
7 R=Bt 33 R'=CE
8 R=Piv 34 Rl=All MCPBA
9 R=—C00—_ 35 R'=TCE 0°C oder
10 R = Ac tert-BuOOH
OR
OR
_0
44 R=Bt R'=CE 47 R=Piv R!=CE RO
45 R=Bt R'=All 48 R=Piv R!=All RO (H) OR!
46 R=Bt R'=TCE 49 R=Piv R'=TCE - <o/\/A/\

50 R=—C00—_ R'=CE
51 R=—C00—_ R'=All
52 R=—C00—_ R'=TCE
55 R=Ac R'=TCE

Abb. 33 Synthese verschiedener Mannose-1-Phosphate mit trans-2-Hexen-1-ol als lipophile Einheit
Alle Verbindungen liegen als Diastereomerengemische vor, die Verbindungen 46 und
52 auflerdem als 0-/3-Anomerengemische.

Die erfolgreiche Kupplung und anschlieBende Oxidation zum Phosphat kann wiederum
NMR-spektroskopisch belegt werden. Im 'H-NMR ist das H-1 durch die zusitzliche
Phosphor-Kopplung zum dd-System aufgespalten. Die Kopplungskonstante betragt
3JH_1,p= 6 - 7 Hz. Auch im C-NMR sind zusitzliche Aufspaltungen sichtbar. Neben C-1
(Je.ip = 5 — 6 Hz) und C-2 (Jcap = 9 — 12 Hz) sind auch die in Nachbarschaft befindlichen
C-Atome der Schutzgruppen und des Hexenols zu entsprechenden d-Systemen aufgespalten
(Kap. 6.3.). Alle Verbindungen besitzen drei verschiedene Substituenten an der Phosphat-
Funktion, weshalb sie als Diastereomerenpaar vorliegen. Im *'P-NMR wird dies durch das
Auftreten von zwei Signalen fiir das Phosphoratom deutlich. Die chemischen Verschiebungen
liegen im Bereich —1.7 ppm bis —-3.5 ppm und gleichen damit den Werten der
dibenzylgeschiitzten Phosphate 11 — 14. Eine Diastereomerentrennung ist nur bei den
Verbindungen 50 und 55 gelungen, sie ist angesichts der Zielsetzung der Anwendung dieser

Molekiile auch nicht zwangslaufig notwendig.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Anhand des "*C-gated-Spektrums 148t sich zeigen, daB die Verbindungen 44, 45, 47 — 51 und
55 ausschlieBlich als a-Anomere vorliegen wie die Kopplungskonstanten 'J¢.; . = 177 — 184
Hz dies beweisen. Bei den Substanzen 46 und 52 hingegen kann anhand der
Kopplungskonstanten festgestellt werden, dal neben dem a- {iberraschend auch das [3-

Anomere gebildet wurde. Die Kopplungskonstanten fiir die 3-Produkt zeigen eine Grofe von

155 Hz bzw. 166 Hz.

Diesen beiden Molekiilen gemeinsam ist die Trichlorethyl-Schutzgruppe. Die pivaloylierten
und acetylierten Verbindungen 49 und 55 mit der gleichen Schutzgruppe zeigen jedoch keine
B-Anomerenbildung. Die Synthese beider Substanzen 46 und 52 erfolgt in Acetonitril, fert-
Butylhydroperoxid fungiert als Oxidationsmittel. Die Verbindungen 44 und 55, die in
analoger Weise dargestellt werden, zeigen ebenfalls keine Bildung des (-Anomeren. Die

Ursache fiir das Auftreten eines 3-Produktes bleibt somit unklar.

Beide Anomere konnen separat erhalten werden und liegen im Verhéltnis von ungefdhr 1 : 1
vor. Das jeweilige Anomer bildet wiederum ein Diastereomerenpaar, was durch die zwei
Signale im *'P-NMR bestitigt wird. Die NMR-spektroskopische Auswertung wird also nicht
nur durch das Vorhandensein von Phosphor, sondern auch durch die Bildung von

Diastereomeren und Anomeren zusitzlich erschwert.

Bei  der zuvor beschriebenen Synthese der Phosphate kam ein monofunktionales
Phosphoramidit-Reagenz zum Einsatz, das mit einer Schutzgruppe (CE, All, TCE) und mit
trans-2-Hexen-1-ol als lipophile Einheit blockiert war. Alternativ zu dieser Methode erscheint
es moglich, ein Phosphoramidit-Reagenz zu synthetisieren, in dem sich neben der
Schutzgruppe eine Mannose-Einheit befindet. Das bedeutet, dal es innerhalb der Phosphat-
Synthese zu einem Reihenfolgewechsel zwischen Hexenol und Mannose kommt. Dieser
Wechsel sollte durchfiihrbar sein, wenn man davon ausgeht, daB3 die freie Lactol-Gruppe der

Mannose in gleicher Weise wie ein Alkohol reagiert.

Bei der Synthese dieses mit Schutzgruppe und Mannose funktionalisierten Phosphoramidit-

21 7unichst

Reagenzes kommen zwei unterschiedliche bifunktionale Amidite zum Einsatz.
reagiert die acetylierte Mannose 10 mit Chlor-2-cyanoethyl-N,N-di-iso-propylamin in

Gegenwart von N-Ethyl-di-iso-propylamin (DIPEA) und Dichlormethan als Losungsmittel.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Die Umsetzung liefert das asymmetrische Phosphoramidit 42 in 66 % Ausbeute (Abb. 34). Im
Gegensatz zu den bisher verwendeten reinen Amiditen mit zwei Aminfunktionen als
Abgangsgruppen fungiert hier Chlorid als Austrittsgruppe. Die Aktivierung erfolgt nicht
durch 1H-Tetrazol, sondern basisch mit DIPEA.

OR OR
OR OR
_0 o) 0

RO + Cl—pl_ 7 TCN DIPEA _ RO

RO N('Pr), CH,(Cl, RO OR!
OH o0—p__ .
N(IPr)z
10 R=Ac 42 R=Ac R'=CE

Abb. 34 Synthese eines substituierten N, N-Di-iso-propylphosphoramidites unter Verwendung einer
acetylierten Mannose

Das allylierte Phosphoramidit 31 wird mit der acetylierten Mannose 10 in gleicher Weise wie
bei der Synthese der monofunktionalen Phosphoramidit-Reagenzien 33, 34 und 35 umgesetzt,
wobei die Aktivierung durch 1H-Tetrazol erfolgt. Das asymmetrische Phosphoramidit 43
kann in 84 % Ausbeute erhalten werden (Abb. 35).

OR OR
OR i OR
e N(Pr 0
RO v RlO—PC NE‘P ;2 DOPA s RO
19)) -Tetrazo
RO CH,Cl RO oR!
OH 0—p_ i
N(Pr),
10 R=Ac 31 R'=All 43 R=Ac R'=All

Abb. 35 Synthese eines substituierten N, N-Di-iso-propylphosphoramidites unter Verwendung einer
acetylierten Mannose

Die Reinigung beider Verbindungen erfolgt sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Laufmittel: Toluol/Ethylacetat). Das Vorhandensein eines Kohlenhydrats erleichtert diesen
Schritt im Vergleich zu den Phosphoramiditen 33, 34 und 35 erheblich. Eine NMR-
spektroskopische Untersuchung zeigt die durch den Phosphor bedingten typischen
Aufspaltungsmuster. In beiden Komponenten betrigt die Kopplungskonstante *Ji.; p = 5.1 Hz.

Im *C-NMR zeigen die Kopplungskonstanten den Amiditen entsprechende Werte (Je.ip =
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15 - 16 Hz, *Jcap = 5 - 7 Hz) und auch die chemischen Verschiebungen im *'P-NMR finden

sich mit & = 141.9 ppm und 150.0 ppm im erwarteten Bereich.

Die monofunktionalen Phosphoramidit-Reagenzien 42 und 43 werden nun mit trans-2-
Hexen-1-ol unter 1H-Tetrazol-Aktivierung zum Triphosphit verkniipft, der in situ mit tert-
Butylhydroperoxid zu den Phosphaten 53 und 54 oxidiert wird (Abb. 36). Die Ausbeuten
betragen 53 % und 23 % und liegen damit unter denen, die mit den Phosphoramidit-

Reagenzien 33, 34 und 35 erzielt wurden.

OR OR
OR OR
_0 -0
RO . HO 1H-Tetrazol RO
RO NN T RO
OR! CHyCl,/ MeCN OR!
o—p__ 0—PC
N(Pr), O~
42 R=Ac R'=CE tert-BuOOH
43 R=Ac R!=All
OR
OR
_0
RO
RO o
I _OR
0—P_
OV\/\/

53 R=Ac R'=CE
54 R=Ac R'=All

Abb. 36 Synthese acetylierter Mannose-1-Phosphate mit trans-2-Hexen-1-ol als lipophile Einheit
Beide Verbindungen liegen als Diastereomerengemische vor.

'H-, PC-, “C-gated- und *'P-NMR-Spektren zeigen die erwarteten Verschiebungen,
Aufspaltungsmuster und Kopplungen fiir Phosphate. Beide Verbindungen liegen aus schon

genannten Griinden als Diastereomerenpaare und anomerenrein als 0-Anomere vor.

Es ist erfolgreich gelungen, potentiell membrangingige Mannose-1-Phosphat-Derivate nach
der Phosphoramidit-Methode zu synthetisieren. Unter Verwendung unterschiedlich maskierter
Mannosen-Derivate 7, 8, 9 und 10 und Einsatz von Cyanoethyl-, Allyl- und Trichlorethyl-
Schutzgruppen konnte die Methodik des Reaktionsweges mit trans-2-Hexen-1-ol als

lipophiler Modellsubstanz etabliert werden.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Es gilt nun, Farnesol und Phytol als eigentliche lipophile Einheiten im Syntheseweg
einzusetzen. Die bifunktionalen Phosphoramidite 30, 31 und 32 werden mit den beiden
Alkoholen unter Aktivierung von 1H-Tetrazol umgesetzt. Es werden die asymmetrischen
Diesterphosphoramidite 36, 38 und 41 erhalten (Abb. 37). Die Ausbeuten liegen mit 26 %, 39
% und 45 % unter denen der Phosphoramidite 33, 34 und 35. Die Reinigung der
Verbindungen ist sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Petrolether/Ethylacetat
oder Diethylether/Pentan) moglich, gestaltet sich aber schwierig, da die

diinnschichtchromatographische Kontrolle auf die Bildung mehrerer Reaktionsprodukte

hinweist.
N(Pr
Farnesol RIO_ P( ( );%W/%vvg
O/\/
. 1 _
1 /N(‘Pr)z DIPA 36 R =CE
RIO—PT_ | 38 R' = TCE
N(Pr);  1H-Tetrazol
CH,Cl,
30 R'=CE i
32 R!'=TCE Phytol RO P/N( Pr)w
\O/\/
41 R' =TCE

Abb. 37 Synthese substituierter N, N-Di-iso-propylphosphoramidite unter Verwendung von Farnesol
und Phytol

Da Farnesol und Phytol als cis-trans-Stereoisomerengemische vorliegen, ist die NMR-
spektroskopische Untersuchung kompliziert. Im 'H- und "*C-NMR sind die durch Phosphor
versursachten  typischen  Aufspaltungen zu erkennen, die Bestimmung aller
Kopplungskonstanten im Protonenspektrum ist jedoch durch das Auftreten vieler Multipletts
erschwert. Die *J-Kopplungen im 'H-NMR zeigen Werte zwischen 7 und 8 Hz. Im >C-NMR
betragen die “J-Kopplungskonstanten ~18 Hz, die *J-Kopplungen sind 7 — 8 Hz gro8. Im *'P-
NMR sind jeweils zwei Signale im Bereich 149 — 152 ppm zu beobachten. Des weiteren kann
anhand von MALDI-TOF-Massenspektren eindeutig das Vorhandensein der gewiinschten

Phosphoramidite nachgewiesen werden.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Bei der Darstellung der Phosphoramidite 38 und 41 kann neben dem entsprechenden Alkohol

als Edukt auch ein H-Phosphonat-Diester als Nebenprodukt abgetrennt und identifiziert
werden (Abb. 38).

? o

| I
TCE—O— I"*OW TCE—O— I\’*OW
H H

Abb. 38 H-Phosphonat-Diester als Nebenprodukt der Synthese substituierter N, N-Di-iso-
propylphosphoramidite unter Verwendung von Farnesol und Phytol

Um die Ursache fiir die Bildung des H-Phosphonat-Diesters zu erkldren, sind zunéchst einige
Erlduterungen iiber H-Phosphonate notwendig.'** Phosphonate sind Salze und Ester der
Phosphonsédure HP(O)(OH),, die das Tautomer der Phosphorigen Sdure P(OH); ist. Die Salze
und Ester der Phosphorigen Sdure heilen Phosphite, wobei die Mono- und Diphosphite
wegen des tautomeren Gleichgewichtes als Phosphonate vorliegen. Phosphonate sind durch

eine P-H-Bindung und ein fehlendes Elektronenpaar am Phosphor gekennzeichnet (Abb. 39).

I
’ - _ p
R'O—P—OR HO—P_
H

Abb. 39 Tautomeres Gleichgewicht der Phosphorigen Saure und ihrer Mono- und Diester.

Im Verlauf der Synthese kann es zu einer teilweisen Hydrolyse des Bis-N,N-di-iso-
propylphosphoramidites 32 kommen. Unter Verlust einer Aminfunktion bildet sich ein Mono-
N,N-di-iso-propylphosphoramidit, das zum entsprechenden H-Phosphonat tautomerisiert
(Abb. 40). Durch nachfolgende Kupplung mit einem Alkohol ist der H-Phosphonat-Diester

entstanden.
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. 0

N(Pr), H,0 _OH I .
TCE—0—P . ———=—» TCE—0—P{ . — > TCE—O—P—N(Pr
SN(Pr), -HN(Pr), SN(Pr), < }‘1 (Pr);

32

Abb. 40 H-Phosphonat-Bildung bei Bis-N, N-di-iso-propylphosphoramiditen

Der H-Phosphonat-Diester zeigt bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung
charakteristische Merkmale. So ist im "H-NMR eine direkte Kopplung von Wasserstoff zu
Phosphor zu sehen ('Jp.; = 646 Hz). Das *'P-NMR zeigt eine chemische Verschiebungen von

15.6 ppm, die fiir diese Spezies charakteristisch sind.

Bei der Reaktion des allylierten Phosphoramidits 31 mit Farnesol und Phytol konnen die
erwarteten Produkte, trotz gleicher Reaktionsbedingungen, nicht erhalten werden (Abb. 41).
Es ist nicht moglich, aus den entstandenen Produktgemischen eine Phosphor enthaltende
Substanz zu identifizieren. Auch die Bildung eines H-Phosphonat-Diesters kann NMR-
spektroskopisch nicht nachgewiesen werden. Farnesol und Phytol konnen sauber
zuriickgewonnen werden. Eine denkbare Zersetzung des Phosphoramidit-Reagenzes lie3 sich

NMR-spektroskopisch nicht belegen, so daf die Ursache unklar bleibt.

N(Pr
M/L’ RIO*P< ( )M/%\
o F F

, 37 Rl =All
=10 _N(Pr), DIPA

- N(iPr)z 1H-Tetrazol
CH,Cl,

31 R'=All _N(Py)

PhYtOI '0— W
LI 7> RlO Pl

40 R' = All

Abb. 41 Versuch der Synthese allylierter N, N-Di-iso-propylphosphoramidite unter Verwendung
von Farnesol und Phytol
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Auch die Umsetzung des bifunktionalen Phosphoramidit-Reagenzes 30 mit Phytol liefert
nicht das gewliinschte Produkt. Stattdessen kann jedoch ein H-Phosphonatester in allerdings

minimaler Ausbeute von 6 % isoliert werden (Abb. 42).

N(Pr),
In_ p~

. 1_
e /N(lPr)z _— DIPA 39 R'=CE
) N " A
\N(IPY)Z yto 1 H-Tetrazol
CH,Cl,
h (0]
30 R"=CE I

L > (iPr)zN* I"* OVW
H

Abb. 42 H-Phosphonat-Bildung bei der Synthese von cyanoethyliertem N, N-Di-iso-
propylphosphoramidit unter Verwendung von Phytol

Besonderheit dieser Verbindung ist, dal neben Phytol noch eine Aminfunktion vorliegt. Es
muB} also zunéchst zur Abspaltung der Cyanoethyl-Gruppe gekommen sein. Das erhaltene
Bis-N, N-di-iso-propylphosphoramidit tautomerisiert analog einem Diphosphit (Abb. 43). Die
erhaltene Komponente reagiert dann weiter mit Phytol zum H-Phosphonatester (Abb. 42).
Diese Struktur wird durch NMR-spektroskopische Untersuchungen bestitigt. Im 'H-NMR ist
deutlich das charakteristische Dublett der P-H-Bindung zu erkennen (& = 6.9 ppm,
Upy=627.9 Hz). Im *'P-NMR ist ein Signal mit der chemischen Verschiebung & = 13.6 ppm
sichtbar. Sowohl im 'H- und im *C-NMR treten keine Signale der Cyanoethyl-Gruppe auf, es
sind jedoch eindeutig die iso-Propyl-Gruppen der Aminfunktion zuzuordnen. AuBBerdem wird
das Vorliegen der genannten Verbindung durch ein MALDI-TOF-Spektrum bestétigt, in dem
die Signale (M+Na)" bei m/z =467 und (M+K)" bei m/z = 483 zu identifizieren sind.

_ . )
CE—O P/N(lpr)2 O HO P/N(lpr)2 <~ > (PN ‘I" N(Pr)
—0— . — . r),N—P— T
“N(Pr), -CEOH SN(Pr), < ? ! ?

30

Abb. 43 Besonderheiten bei H-Phosphonat-Bildung bei Bis-N, N-di-iso-propylphosphoramiditen
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Die synthetisch zugidnglichen asymmetrischen Phosphoramidite 36, 38 und 41 werden
anschlieend in Kupplungsreaktionen mit unterschiedlich geschiitzten Mannose-Derivaten
mit freier anomerer OH-Gruppe eingesetzt. Die Phosphorylierungsreaktion wird analog zur
Darstellung der dibenzylgeschiitzten Phosphate (Kap. 3.2.) durchgefiihrt. Nach Aktivierung
durch 1H-Tetrazol wird ein Triphosphit gebildet, das in situ mit 3-Chlorperbenzoesdure zum

Triphosphat oxidiert wird.

Zunichst wird die butyrylierte Mannose 7 mit den drei Phosphoramidit-Reagenzien zur
Reaktion gebracht. In einer Ausbeute von 15 % und 37 % werden ausgehend von 38 und 41
die Phosphate 56 und 57 erhalten. Trotz gleicher Reaktionsbedingungen fiihrt die Reaktion
von Verbindung 7 mit dem Phosphoramidit 36 zu keiner Produktbildung (Abb. 44). Wie
schon bei der Darstellung der Phosphoramidit-Reagenzien gestaltet sich die
sdulenchromatographische Trennung schwierig, da wiederum laut
diinnschichtchromatographischer Kontrolle ein komplexes Produktgemisch entstanden ist.
Neben der Identifizierung des jeweiligen Produkts gelingt nur die des Kohlenhydratedukts.

Allen bis zu vier weiteren abgetrennten Fraktionen kann keine Struktur zugeordnet werden.

OR
1. 36 OR
1H-Tetrazol 0
CH,Cl, RO
~ RO 0
2. MCPBA ] ‘IL/OR]
OR
OR 1. 38 R I
OR 1H-Tetrazol "0 R=Bt R'=CE
RO —Q CHCL, RO
RO 2. MCPBA RO (‘)‘ or!
_ v
= OR
R=Bt
' LA OR 56 R=Bt R'=TCE
1H-Tetrazol 0
CH,Cl, RO
2. MCPBA RO

O 1
I OR
o F

57 R=Bt R'=TCE

Abb. 44 Synthese butyrylierter Mannose-1-Phosphate mit Farnesol und Phytol als lipophile
Einheit. Die Verbindungen liegen als Diastereomerengemische vor.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Erste Informationen iiber das Vorhandensein des gewiinschten Produkts sind zunéchst aus
einem MALDI-TOF-Spektrum erhéltlich, da auch die NMR-spektroskopische Auswertung
des Produkts wegen des Auftretens vieler Multipletts die Bestimmung der
Kopplungskonstanten erschwert. Nur bei Verbindung 56 kann die 3JH_1,p-Kopplungskonstante
mit einer GroBe von 5.9 Hz aus dem "H-NMR bestimmt werden. Im *C-NMR sind ebenfalls
die durch Phosphor verursachten zusitzlichen Aufspaltungen sichtbar. Neben C-1 (*Jc.ip = 6
— 7 Hz) und C-2 (Jeap = 11 Hz) sind auch die in Nachbarschaft befindlichen C-Atome der
lipophilen Einheit und der Phosphatschutzgruppe aufgespalten (Kap. 6.3.). Neben der
Diastereoisomerie aufgrund des Triphosphats mit drei verschiedenen Substituenten kommt es
durch die cis-trans-Isomerie bei Farnesol und Phytol zu weiterer Isomerenbildung. Dies
spiegelt sich im Auftreten mehrerer Signale im *'P-NMR wider. Die chemischen
Verschiebungen liegen im Bereich von —3.8 ppm bis —5.4 ppm. Anhand der *C-gated-
Spektren 148t sich zeigen, dafl beide Verbindungen als a-Anomere mit Kopplungskonstanten

Je.im1 = 182 — 185 Hz vorliegen.

Nachfolgend wird nun die pivaloylierte Verbindung 8 mit den Phosphoramidit-Reagenzien 36
und 41 umgesetzt. Es kann das Phosphat 58 in 14 % Ausbeute isoliert werden. Die Reaktion
des Phosphoramidits 36 fiihrt erneut trotz gleicher Reaktionsbedingungen zu keiner

Produktbildung (Abb. 45).

OR
1. 36 OR
1H-Tetrazol e}
CH,Cl, ‘RO
~ RO (0]
2. MCPBA i OR!
OR 0—P7 Wﬁ
_0O
RO _
RO " OR R=Piv R'=CE
1. OR
OH 1H-Tetrazol _0
8 R=Pi CH,Cl, RO
=Piv >
2. MCPBA RO

0 1
Il _OR
O—P W
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58 R=Piv R!'=TCE

Abb. 45 Synthese pivaloylierter Mannose-1-Phosphate mit Farnesol und Phytol als lipophile
Einheit. Die Verbindung 58 liegt als Diastereomerengemisch vor.
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4. Alkohole als lipophile Einheit

Bei Isolierung und Identifizierung treten die gleichen Probleme auf wie bei der Synthese der
Phosphate 56 und 57. Mit einem MALDI-TOF-Spektrum und der NMR-spektroskopischen
Analyse 4Bt sich die Struktur prinzipiell belegen. Aus dem 'H- und dem *C-NMR kénnen
die Kopplungskonstanten wie folgt bestimmt werden: *Jy,p=5.3 Hz, *Jc.1p = 6.1 Hz und
3Jeop = 11.2 Hz. Die Verbindung liegt als a-Anomer vor (ZJC_L i1 = 171.9 Hz). Im *'P-NMR

sind 4 Signale sichtbar im Bereich um -3.7 ppm.

Anschliefend wird auch die Mannose 9 mit den Phosphoramiditen 38 und 41 zur Reaktion

gebracht. In beiden Féllen kann jedoch kein Produkt isoliert werden (Abb. 46).

OR
1. 38 OR
1H-Tetrazol 0
CH,Cl, ‘RO
~ RO (0]
2. MCPBA i OR!
R O P/ m;\
OR SO ~
RO -
— _ 1_
RO R=—CO0—_ R'=TCE
1 41 OR
. OR
OH 1H-Tetrazol _0
9 R= *COO< CH,Cl, >RO
2. MCPBA RO

o 1
|_OR
o7
R =—C00—_ R!'=TCE

Abb. 46 Versuch der Synthese von iso-Propylcarbonat-geschiitzten Mannose-1-Phosphaten mit
Farnesol und Phytol als lipophile Einheit

Alternativ wird nun das Kohlenhydrat-Amidit 43 verwendet und mit den Alkoholen Farnesol
und Phytol zur Reaktion gebracht. Die Reaktionsbedingungen bleiben unverdndert, d. h. es
wird mit 1H-Tetrazol aktiviert und das erhaltene Triphosphit in situ mit
3-Chlorperbenzoesdure zum Triphosphat oxidiert. Leider kann auch bei diesen Reaktionen

kein derivatisiertes Mannose-1-Phosphat erhalten werden (Abb. 47).
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Abb. 47 Versuch der Synthese acetylierter Mannose-1-Phosphate mit Farnesol und Phytol als
lipophile Einheit

Es liegt wiederum ein sehr komplexes Produktgemisch vor, aus dem der entsprechende
Alkohol und eine weitere Komponente abgetrennt werden kdnnen, die als ein H-Phosphonat
identifiziert ist. Diese Verbindung zeigt im *>'P-NMR eine chemische Verschiebung 8= 9 ppm
und die typische P-H-Aufspaltung ('Jp iz = 620 Hz). Dieses H-Phosphonat enthilt jedoch keine
Kohlenhydratstrukturen mehr.

Abschlieend 148t sich sagen, dal die Synthese von membrangdngigen Mannose-1-
Phosphaten nach der Phosphoramidit-Methode mit Farnesol und Phytol in drei Féllen
gelungen ist. Isolierung und Identifizierung der jeweiligen Produkte ist nicht unproblematisch.
Die bei der Synthese der dibenzylgeschiitzten Phosphate 11 — 14 und der mit Hexenol
derivatisierten Mannose-1-Phosphate 44 — 55 duBerst effiziente Phosphorylierungsmethode
hat sich bei Verwendung von Farnesol und Phytol als lipophile Einheit als nicht sehr wertvoll
erwiesen. Die Bildung komplexer Reaktionsgemische und auch die mangelnde Stabilitit der
Phopshatgruppe wéhrend der Oxidation hat sich als nachteilig gezeigt. Die Methodik ist also

nicht ohne weiteres libertragbar.

Trotzdem wird versucht, aus den synthetisierten Mannose-1-Phosphaten mit Hexenol,
Farnesol und Phytol als lipophile Einheit die entsprechenden Phosphorséurediester als
Zielmolekiil zu erhalten. Es soll nun die durch eine Schutzgruppe blockierte Position wieder

freigesetzt werden. Aus der Vielzahl der zur Entschiitzung moéglichen Methoden werden die
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4. Alkohole als lipophile Einheit

folgenden Prozeduren ausgewihlt und exemplarisch an den mit Hexenol derivatisierten
Phosphaten 47, 45 und 55 getestet.

Zur Abspaltung der 2-Cyanoethyl-Gruppe aus Verbindung 47 wird mit Triethylamin
umgesetzt (pH = 8),”® wobei jedoch kein Produkt identifiziert werden konnte (Abb. 48).

Die Allyl-Funktion soll nach einer von Ogawa et al. verwendeten Methode erfolgen.'*
Verbindung 45 wird mit Palladiumchlorid/Natriumacetat/Essigsdure zur Reaktion gebracht.
Hierbei kommt es laut Diinnschichtchromatographie zur Bildung von freier Mannose. Als
Ursache hierfiir kann der saure pH-Wert angesehen werden (Abb. 48).

Die 2, 2, 2-Trichlorethyl-Schutzgruppe ist in der Vergangenheit iiblicherweise durch Zink
oder ein Zink-Kupfer-Paar in einer reduktiven Eliminierung entfernt worden.'**'* Diese
klassische Methode wird nun bei Verbindung 55 eingesetzt. Die Substanz wird mit Zink-
Kupfer-Paar'*® in DMF als Losungsmittel zur Reaktion gebracht. Es kann jedoch auch nach
erneuter Zugabe von Zink-Kupfer-Paar keine Umsetzung beobachtet werden (Abb. 48). Da es
sich um einen heterogenen Prozess handelt, konnen viele Faktoren verantwortlich sein. Es ist
moglich, dall die Oberflache des Zinks nicht reaktiv genug ist oder auch durch Salzbildung
verunreinigt wird.

Et;N v
CH,Cl,

OR

o “or
RO PdCl, RO -Q
RS S oy
SO OH

7 R=Bt

) 1 Zn/Cu
47 R=Piv R'=CE L
DMF
45 R=Bt R'=All
55 R=Ac R'=TCE

Abb. 48 Erfolglose Entschiitzungsversuche

Zusammenfassend 1d6t sich sagen, daB3 neben der Verbesserung der Synthese der mit Farnesol
und Phytol derivatisierten Mannose-1-Phosphate eine Optimierung der Methoden zur

Entschiitzung anzustreben ist.
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4.3. Untersuchungen zur Anwendung der H-Phosphonat-Methode

Eine weitere Moglichkeit zur Darstellung lipophiler Mannose-1-Phosphat-Derivate stellt die
1986 von van Boom et al.*® eingefiihrte H-Phosphonat-Methode dar, auf die hier jedoch nur
kurz eingegangen wird. Charakteristisches Merkmal dieser Synthese ist das Durchlaufen einer
einer als H-Phosphonat bezeichneten P(III)-Verbindung (Kap. 4.2., Abb. 39), die
anschliefend zum Phosphat oxidiert wird. Erfolgreiche Anwendung hat diese Methode in der
Synthese von Oligosacchariden gefunden, die glycosidisch iiber eine Phosphatbindung
verkniipft sind (Abb. 17)."*"!*® Die Verkniipfung ist als Phosphordiester-Briicke realisiert. Ein
Vorteil dieses Synthesekonzeptes wire demzufolge, da3 die Mannose-1-Phosphat-Derivate
direkt als Phosphorsdurediester ohne zusitzliche Entfernung einer Schutzgruppe zugénglich

sind.

Die Mannose-Derivate 7 und 9 mit einer freien anomeren Hydroxy-Funktion reagieren mit
Tris-imidazolylphosphin, welches in situ aus Phosphortrichlorid, Imidazol und Triethylamin
gebildet wird, unter nachfolgender Hydrolyse mit Triethylammoniumhydrogencarbonat
(TEAB) zu den Mannosyl-H-Phosphonaten 59 und 60 in einer Ausbeute von 66 % und 67 %
(Abb. 49). Die NMR-spektroskopischen Daten sind typisch fiir H-Phosphonat-Monoester. Im
'H-NMR ist eine direkte Kopplung zwischen Wasserstoff und Phosphor zu erkennen ('Jpy =
639 Hz). Das Proton ist bei einer chemischen Verschiebung von & = 7.00 ppm zu einem
Dublett aufgespalten. Das H-1 liegt durch die Nachbarschaft zum Phosphor als dd-System vor
CJu1p = 9 Hz). Auch im C-NMR sind zusitzliche Aufspaltungen von C-1 und C-2 sichtbar
(ZJC_Lp = 4 Hz und 3Jc_2,p = 8 Hz). Das ' P.NMR zeigt eine ebenfalls charakteristische
chemische Verschiebung, zwei Signale liegen jeweils im Bereich von 1.6 ppm. Anhand des
BC-gated-Spektrums 148t sich zeigen, daB beide Verbindungen als a-Anomere vorliegen. Die
Kopplungskonstanten 'Jc_; i zeigen Werte von ~ 174 Hz. Ein H-Phosphonat-Monoester der
acetylierten Mannose 10 ist nicht zuginglich, da sich die Substanz unter Hydrolyse mit TEAB

zersetzte.

56



4. Alkohole als lipophile Einheit

Nachfolgende Kondensation dieser H-Phosphonat-Monoester mit frans-2-Hexen-1-ol als
lipophile Einheit soll die gewlinschten H-Phosphonat-Diester liefern. Die Aktivierung erfolgt
mit Pivaloylchlorid, wodurch ein reaktives gemischtes Anhydrid erzeugt wird, das nucleophil
vom Alkohol angegriffen wird. Die resultierenden H-Phosphonat-Diester sollen in situ mit
Iod in einem Pyridin-Wasser-Gemisch zu den Phosphorsdurediestern oxidiert werden (Abb.

49).
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OR 1. PCls, Imidazol, Et;N OR
_0 _0
RO MeCN . RO
RO 2. TEAB RO (‘?
OH o—lr—H
OH - EzN
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9 R=—C00—_ 60 R= —COO—_
PivCl
Hexenol Pyridin
OR OR
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-0 I, ~0
RO - > RO
RO (H) Pyridin-H,0 RO (H)
O—I"—O/\/\/\ 0—1‘3—0%/\
OH - EN H
62 R= —CO0—_

Abb. 49 Synthese verschiedener Mannose-1-Phosphate mit trans-2-Hexen-1-ol als lipophile
Einheit iiber H-Phosphonat-Intermediate

127128 als schnell und in hohen Ausbeuten

Obwohl die Kupplungsreaktion in der Literatur
ablaufend beschrieben wird, ist es nur fiir Verbindung 60 gelungen, den entsprechenden
Phosphorsdurediester 62 in 21 % Ausbeute zu erhalten. NMR-spektroskopische
Untersuchungen belegen die Umsetzung des H-Phosphonat-Monoesters. Die P-H-Kopplung
ist weder im '"H- noch im *'P-NMR mehr sichtbar. Die Signale des einzufithrenden Alkohols
trans-2-Hexen-1-ol sind jedoch zu identifizieren. Dafl es sich beim Produkt um das
Oxidationsprodukt handelt, zeigen die Signale im *'P-NMR. Neben dem Hauptsignal bei
—-4.03 ppm, das charakteristisch fiir Phosphate ist, sind auch einige kleinere Signale zu
erkennen (8 = =2, =5 und —9 ppm), die ohne Zuordnung auch in der Literatur'?’ erwéhnt

worden sind. Bei der Umsetzung der Verbindung 59 kann statt des gewiinschten

Reaktionsproduktes nur das Mannose-1-Phosphat 15 in Form des Triethylammoniumsalzes
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isoliert werden. Auch hier zeigen die NMR-Spektren, daBl der H-Phosphonat-Monoester
umgesetzt wurde. Signale des Alkoholes sind nicht erkennbar. Die chemischen
Verschiebungen im *'P-NMR sagen aus, daB es sich um ein Phosphat handelt (5= —3.88
ppm). Die Durchfilhrung der letzten Reaktionssequenz erweist sich also als nicht
unproblematisch. Auch der mehrmalige Versuch, Phytol als lipophile Einheit einzufiihren
schlagt fehl.

Verbesserung bei der Kupplung zum H-Phosphonat-Diester durch FEinsatz neuer

Katalysatoren und die Optimierung der Reaktionsbedingungen wéhrend der Oxidation sind im

Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt worden.
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5. Zusammenfassung

Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) sind angeborene Stoffwechselerkrankungen,
deren Ursache in einer Stérung der Biosynthese der Glycoproteine liegt. Enzymdefekte
innerhalb der Synthese fiihren zu einer allgemeinen Hypoglycosylierung unterschiedlicher
Glycoproteine. Die verschiedenen CDG-Typen werden nach der intrazelluldren Lokalisierung
des Enzymdefektes eingeteilt. CDG-la ist der am langsten bekannte und am haufigsten
diagnostizierte Typ. Bei dieser FErkrankung liegt eine Defizienz des Enzyms
Phosphomannomutase 2 (PMM 2) vor. Als Folge ist die Umwandlung von Mannose-6-
Phosphat in Mannose-1-Phosphat und damit die Synthese von GDP-Mannose, dem
wichtigsten Mannose-Donor innnerhalb der Glycoproteinsynthese, gestort. Eine Therapie
dieser Erkrankung wire durch Applikation von Mannose-1-Phosphat moglich, das aber
aufgrund seiner Polaritit und den daraus resultierenden hydrophilen Eigenschaften nicht in
der Lage ist, durch die Membran in die Zelle zu penetrieren und dementsprechend in

membrangingige Derivate umgewandelt werden soll.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden lipophile Derivate von Mannose-1-Phosphat unter
Einsatz bioaktiver Phosphatschutzgruppen synthetisiert. Ausgehend von durch Ester und
Carbonate geschiitzten Mannose-Bausteinen (7, 8, 9 und 10) wurde die Phosphat-Funktion
nach der Phosphoramidit-Methode in das Molekiil eingefiihrt. Anschliefende Maskierung der
Phosphatgruppe mit Acetoxymethyl- (AM) und Pivaloyloxymethyl-(POM)-Funktionen als
biologisch reversiblen Schutzgruppen lieferte die gewiinschten, potentiell membrangédngigen

Mannose-1-Phosphat-Derivate (19 — 26).

Nach Durchtritt dieser Phosphorsduretriester durch die Zellmembran soll der urspriingliche
Phosphorsduremonoester durch enzymatische Spaltung der bioaktiven
Phosphatschuztgruppen zuriickgebildet werden. Die Ester-Funktionen am Kohlenhydrat
sollen hierbei in gleicher Weise gedffnet werden, die Abspaltung der Carbonate erfolgt bei
physiologischen pH-Wert auf chemischem Wege. In einer ersten Studie der Verbindung 19
wurde der enzymatische Abbau der Fettloslichkeit vermittelnden Schutzgruppen tiberpriift. Es
konnte gezeigt werden, daB3 sowohl die bioaktiven Phosphatschutzgruppen als auch die
Butyryl-Funktionen am Kohlenhydrat enzymatisch abgespalten werden, so dal Mannose-1-
Phosphat als Zielmolekiil zuginglich wird.
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5. Zusammenfassung

Des weiteren wurden die synthetisierten Substanzen in in vitro Tests an menschlichen
Fibroblasten eingesetzt. Hierbei wird nachgewiesen, ob die Verbindungen in der Lage sind,
sich am Aufbau der fiir die Glycoproteinsynthese notwendigen Oligosaccharidstrukturen zu
beteiligen. Die Verbindungen 25 und 26 zeigten eine liberragende biologische Aktivitdt. Nach
ihrer Zugabe kam es zu einem vollstindigen Aufbau der Oligosaccharideinheiten. Auch
Verbindung 19 zeigte einen positiven Effekt, denn es kam zu einer teilweisen Korrektur. Die

anderen Verbindungen zeigten keinen Effekt oder ein zu geringes Loslichkeitsverhalten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Mannose-1-Phosphat-Derivate synthetisiert, die trans-
2-Hexen-1-ol, Farnesol oder Phytol als lipophile Einheit tragen. Es kamen wiederum die
Mannose-Akzeptoren (7, 8, 9 und 10) zum Einsatz. Unter Anwendung der Phosphoramidit-
Methode wurden die zuvor aus Hexenol als lipophile Modellsubstanz mit den Schutzgruppen
2-Cyanoethyl (CE), Allyl (All) oder 2,2,2-Trichlorethyl (TCE) synthetisierten
Phosphoramidit-Reagenzien mit den Kohlenhydrat-Bausteinen zu den entsprechenden
Phosphorséuretriester 44 - 55 verkniipft. Die Synthese der Phosphoramidit-Reagenzien mit
Farnesol und Phytol als lipophile Einheit gelang nicht in allen Fillen, ebenso wie die
zugehorigen Kupplungsreaktionen. Versuche zur Entfernung der Schutzgruppen wurden
durchgefiihrt. Ein alternativer Weg zur Synthese von Mannose-1-Phosphat-Derivaten wurde
mit der H-Phosphonat-Methode beschritten, wobei H-Phosphonat-Monoester mit
unterschiedlich  geschiitzten Kohlenhydrat-Bausteinen und ein Phosporsdurediester

synthetisiert wurden.

60



5. Summary

5. Summary

Congenital Disorders of Glycosylation (CDG) are metabolic diseases caused by a congenital
defect in the biosynthesis of glycoproteins. Defective enzymes participating in the
biosynthesis lead to hypoglycosylation of various glycoproteins. The different CDG types
have been categorised according to the location of the enzyme defect. CDG-la was the first
CDG type to be recognised, and is also the most commonly diagnosed variation. In CDG-Ia,
patients suffer from a deficiency of the enzyme phosphomannomutase 2. This results in
disturbance of the transformation of mannose-6-phosphate into mannose-1-phosphate, which
impedes the biosynthesis of GDP-mannose, the most important mannose donor involved in
glycoprotein synthesis. Treatment of CDG-la patients with mannose-1-phosphate would
potentially inhibit the disease, however, the polarity of mannose-1-phosphate and its
hydrophilic nature prevent this compound from penetrating the cell membrane. Hence,

mannose- 1 -phosphate must be transformed into a membrane-permeant derivative.

In the first part of this work, lipophilic derivatives of mannose-1-phosphate with bioactive
phosphate protecting groups were synthesised. Beginning with the mannose building blocks
7, 8, 9 and 10, protected as esters and carbonates, the phosphate function was introduced via
the phosphoramidite method.  Subsequent masking of the phosphate group with
acetoxymethyl (AM) and pivaloyloxymethyl (POM) groups, which served as biologically
reversible protecting groups, delivered the desired potentially membrane-permeant mannose-

1-phosphate derivatives (19 - 26).

It was hoped that after these phosphoric acid triesters had crossed the cell membrane, the
original phosphoric acid monoester would be reformed by enzymatic cleavage of the
biologically active protecting groups. The ester function on the carbohydrate should ideally
also be released enzymatically, with the cleavage of the carbonate occuring chemically at
physiological pH. In an initial investigation of compound 19, the enzymatic degradation of
the protecting groups which result in fat solubility was tested. It could be shown that the
bioactive phosphate protecting group and also the carbohydrate butyryl function could be

cleaved enzymatically, giving the target molecule mannose-1-phosphate.
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5. Summary

In addition, compounds 19 — 20 were tested in vitro in human fibroblasts. These experiments
were designed to show whether or not the compounds are able to be used in the biosynthesis
of the necessary oligosaccharide structures. Compounds 25 and 26 exhibited outstanding
biological activity. Treatment of the human fibroblasts with these compounds lead to
complete and normal oligosaccharide synthesis. Compound 19 also had a positive effect,
resulting in partial correction of the defective biosynthesis. The remaining compounds either

demonstrated solubility problems or had no effect.

In the second part of this work, mannose-1-phosphate derivatives with hexenol, farnesol or
phytol as lipophilic units were synthesised. The mannose acceptors 7, 8, 9 and 10 were
employed again. The phosphoramidite reagents with hexenol as the lipophilic model
substance and one protecting group (2-cyanoethyl, allyl or 2,2,2-trichloroethyl) were
synthesised for application to the phosphoramidite method, giving the corresponding
phosphoric acid triesters 44 — 55. The synthesis of phosphoramidite reagents with farnesol
and phytol as the lipophilic moiety were not successful in all cases, nor were the subsequent
coupling reactions. Attempts to remove the protecting groups were made. An alternative
synthetic pathway to mannose-1-phosphate derivatives, involving the H-phosphonate method,
was investigated. H-Phosphonate monoesters with various protected carbohydrate building

blocks and a phosphoric acid diester could be synthesised.
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6. Experimenteller Teil

6.1. Allgemeine Methoden

Alle Reaktionen wurden diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Fertigfolien (Kieselgel
60 Fiss, Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte durch UV-Absorption sowie durch

Bespriithen mit 10 %iger ethanolischer Schwefelsdure mit anschlieBender Warmebehandlung.

Die sdulenchromatographischen Trennungen wurden an Kieselgel 60 (230 — 400 mesh,
KorngréBe 0.040 — 0.063 nm, Merck) nach dem Flash-Verfahren bei einem Uberdruck von

0.2 — 0.4 bar durchgefiihrt. Es wurden stets destillierte Losungsmittel verwendet.

Die NMR-Spektren wurden mit den Bruker-Spektrometern AMX-400 (‘H: 400 MHz, "*C:
100.62 MHz), DRX-500 ('H: 500 MHz, '*C: 125.77 MHz, *'P: 202.46 MHz) und AC-250
('P: 101.26 MHz) aufgenommen. Als interner Standard fiir 'H- und "*C-Spektroskopie bei
Messungen in CDCl; diente Tetramethylsilan (& = 0.00 ppm), bei Messungen in D,O wurde
Aceton (8 = 2.22 ppm) zugesetzt. Spektren in MeOD wurden auf die Losungsmittelpeaks (& =
3.31 bzw. 4.79 ppm) geeicht. Bei *'P-Spektroskopie wurde 85 %ige Phosphorsiure als
externer Standard genutzt. Zur eindeutigen Zuordnung der Signale wurden 'H'H-COSY-,
'H"*C-HMQC- und HMBC-Experimente durchgefiihrt. Die Bestimmung der Anomeritit bei
Mannopyranosiden gelang mit *C-gated-Spektren.

MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Bruker Biflex III im positive reflector mode
aufgenommen. Als Matrizes dienten DHB (2,5-Dihydroxybenzoesdure) oder nor-Harmarn.
ESI-Massenspektren wurden an einem Hewlett-Packard-Gerdt bestehend aus Elektrospray

LC/MS Interface und MS Engine Massenspektrometer im positive mode gemessen.

Die Schmelzpunkte wurden mit dem Schmelzpunktbestimmungsgerdt ST-apotec gemessen
und sind unkorrigiert. Die optischen Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter
341 (Natrium-D-Linie: 589 nm, Kiivettenldnge: 1 dm) bestimmt. Elementaranalysen wurden
in der Abteilung Zentrale Elementanalytik des Fachbereichs Chemie der Universitit Hamburg
durchgefiihrt. Fiir Druckhydrierungen wurde ein Berghof-Maasen Laborautoklav verwendet.

Die Trocknung der Losungsmittel erfolgte nach gingigen Labormethoden.
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Phytol und Farnesol wurden destilliert und liegen als cis-trans-Stereoisomerengemische vor.
Mannopyranosylphosphate sind anomerenrein. Bei verschiedenen Schutzgruppen am
Phosphat ergeben sich Diastereoisomerengemische, ebenso bei allen Verbindungen mit

Farnesol oder Phytol. In diesem Fall wurde keine Drehwertbestimmung vorgenommen.

6.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 1: Katalytische Hydrierung

a) Normaldruck
Die zu hydrierende Verbindung wird in etwas Ethylacetat gelost, vorsichtig mit Pd/C-
Katalysator (10 %) und anschlieend mit trockenem Methanol versetzt. Es wird bei
Raumtemperatur und Normaldruck wunter Wasserstoffatmosphédre geriihrt. Zur
Aufarbeitung wird iiber Celite filtriert und der Ansatz unter vermindertem Druck zur
Trockne eingeengt. Eventuell erforderliche Reinigung erfolgt sdulenchromatogrphisch an
Kieselgel.

b) Hochdruck
Das zu hydrierende Mannopyranosylphosphat wird im Losungsmittelgemisch
Ethylacetat/Methanol/Wasser (1 : 2 : 1) gelost und vorsichtig mit Pd/C-Katalysator (10 %)
versetzt. Die Suspension wird im Autoklaven unter Riithren dreimal mit Stickstoff (5 bar)
gespiilt. AnschlieBend wird der Reaktionsansatz unter Wasserstoffatmosphare (50 bar) bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird der Katalysator iiber Celite
abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abgetrennt und
gegebenenfalls lyophyllisiert. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel gereinigt.

AAYV 2: Phosphitylierung von Man-1-OH mit unterschiedlich substituierten N,N-Di-iso-
propylphosphoramiditen und anschlieender Oxidation

Unter Argon-Schutzatmosphiire werden 5 Aquivalente 1H-Tetrazol in trockenem
Dichlormethan suspendiert. Nach Zugabe von 2.5 Aquivalenten Phosphoramidit wird die
Losung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird 1 Aquivalent der
1-OH-freien  Verbindung, gelost in trockenem Dichlormethan, zugetropft. Der
Reaktionsansatz wird fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt bis die Umsetzung laut
diinnschichtchromatographischer Kontrolle vollstindig ist. Die Losung wird dann auf 0 °C

abgekiihlt und mit 3 Aquivalenten 3-Chlorperbenzoesiure versetzt. Es wird fiir 1 Stunde bei
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0 °C geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAY 3: Darstellung von Bis-N, N-di-iso-propylphosphoramiditen aus Phosphordichloriditen

Alle Arbeiten werden unter Luftausschlufl (Schlenck-Bedingungen) durchgefiihrt. Zu einer
0.1-0.5 M Losung des Phosphordichloridits in trockenem Diethylether werden bei —10 °C 9
Aquivalente Di-iso-propylamin iiber einen Zeitraum von 1 Stunde zugetropft. Nach
Beendigung der Zugabe wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung wird
filtriert und zweimal mit Diethylether gewaschen. Das Losungsmittel wird bei
Raumtemperatur in eine Kiihlfalle destilliert. Der o6lige Riickstand wird durch

Kugelrohrdestillation gereinigt.

AAYV 4: Darstellung von unterschiedlich substituierten N, N-Di-iso-propylphosphoramiditen
aus Alkoholen und Bis-N, N-di-iso-propylphosphoramiditen

Unter Argonschutzatmosphire wird 1 Aquivalent 1H-Tetrazol in trockenem Dichlormethan
gelost. Nach Zugabe von 1 Aquivalent Di-iso-propylamin wird die Losung fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden 2.1 Aquivalente Phosporamidit, geldst in
trockenem Dichlormethan, und 2 Aquivalente Alkohol zugetropft. Es wird fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung wird der Reaktionsansatz auf gesattigte
Natriumhydrogencarbonat-Losung gegeben und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden einmal gegen gesittigte Natriumchlorid-Losung
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem

Druck abgetrennt. Die Reinigung erfolgt sdulenchromatographisch an Kieselgel.
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6.3. Chemische Arbeitsvorschriften

Benzyl-2,3,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosid (3)

1.40 g (5.19 mmol) Benzyl-o-D-mannopyranosid (1)'® werden bei 0 °C in 50 ml trockenem
Pyridin und 20 ml trockenem Dichlormethan gelost. AnschlieBend werden langsam 6.50 ml
(62.2 mmol, 3 Aq/OH) Buttersiurechlorid zugetropft. Die Reaktionsmischung wird dann bei
Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. Zur Aufarbeitung wird durch Zuganbe von Methanol
abgebrochen. Die Reaktionslosung wird unter vermindertem Druck eingeengt und mehrmals
mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und zweimal
mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal mit Wasser ausgeschiittelt. Es
wird liber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abgetrennt. Gegebenenfalls wird erneut mit Toluol codestilliert. Das erhaltene
Rohprodukt wird séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Petrol-

ether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).

C2oH42010 (550.65)

OBt
Ausbeute: 2.86 g (79 %) OB(t)
. BtO ~
hellgelber Sirup B0
[o]p " =+ 36.8° (¢ 1.0, CHCl3) OBn
berechnet: C 63.26 H 7.69

gefunden: C 63.32 H7.63
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 573.12 [M+Na]", 589.08 [M+K]"

'"H-NMR (500 MHz, CDCL3): & = 7.39-7.30 (m, SH, Ph), 5.41 (dd, 1H, H-3), 5.35 (dd~t, 1H,
H-4), 5.32 (dd, 1H, H-2), 4.89 (d, 1H, H-1), 4.72 (d, 1H, -CH,-Ph), 4.57 (d, 1H, -CH,-Ph),
424 (dd, 1H, H-6a), 4.09 (dd, 1H, H-6b), 4.01 (ddd, 1H, H-5), 2.42-2.15 (m, 8H,
4x-CO-CH,-), 1.73-1.53 (m, 8H, 4x-CH,-CHs), 1.00-0.88 (m, 12H, 4x-CHs) ppm.

J1’2: 1.3, J2,3 = 3.2, J3,4: 10.1, J4,5: 10.1, J5,6a: 5.1, J5,6b: 2.2, J6a,6b: 12.2, 2JCH2: 12.2 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 173.22, 172.57, 172.36, 172.27 (C=0), 136.36 (Cq, Ph),
128.58, 128.19, 128.09 (Ph), 96.88 (C-1), 69.70 (-CH,-Ph), 69.40 (C-2), 69.12 (C-3), 69.91
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(C-5), 65.77 (C-4), 62.15 (C-6), 36.09, 36.04, 35.97, 35.92 (-CO-CH,-), 18.47, 18.32, 18.15
(-CH,-CHs), 13.72, 13.59, 13.57 (-CH;) ppm.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 97.29 (d, C-1) ppm.

lJc_l,H_l =175.0 Hz.

Benzyl-2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosid (4)

1.95 g (7.21 mmol) Benzyl-o-D-mannopyranosid (1)'*> werden bei 0 °C in 40 ml trockenem
Pyridin und 15 ml trockenem Dichlormethan geldst. AnschlieBend werden langsam 8.96 ml
(72.1 mmol, 2.5 Aq/OH) Pivalinsiurechlorid zugetropft. Die Reaktionsmischung wird dann
bei Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. Die Reaktionslosung wird unter vermindertem
Druck eingeengt und mehrmals mit Toluol codestilliert. Der Riickstand wird in
Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
und einmal mit Wasser ausgeschiittelt. Es wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck abgetrennt. Gegebenenfalls wird erneut mit
Toluol codestilliert. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 7 : 1).

C33Hs50010 (606.75)
Ausbeute: 2.35 g (54 %)

PivO
gelber Sirup PivO
[o]n 2 =+ 15.0° (¢ 1.0, CHCLy) OBn
berechnet: C65.33 H8.31
gefunden: C64.22 H 8.43

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z= 629.50 [M+Na]", 645.44 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): § = 7.40-7.30 (m, 5H, Ph), 5.50 (dd~t, 1H, H-4), 5.43 (dd, 1H,
H-3), 5.32 (dd, 1H, H-2), 4.87 (d, 1H, H-1), 4.74 (d, 1H, -CH,-Ph), 4.57 (d, 1H, -CH»-Ph),
4.18 (dd, 1H, H-6a), 4.14-4.04 (m, 2H, H-5, H-6b), 1.26, 1.25, 1.16, 1.12 (4xs, 36H,
4xC(CHs)3) ppm.
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Jl,zz 1.5, J2,3 = 3.1, J3,4: 10.2, J4,5 = 10.2, J5,6a: 4.6, J5,6b: 1.5, J6a,6b: 12.2, ZJCH2: 12.2 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl3): 8 = 178.12, 177.21, 177.09, 176.72 (C=0), 136.50 (Cq, Ph),
128.57, 128.12, 127.83 (Ph), 97.18 (C-1), 69.70 (-CH,-Ph), 69.50 (C-2, C-3), 69.16 (C-5),
65.22 (C-4), 62.04 (C-6), 38.91, 38.80, 38.76 (Cq, -C(CHa)s), 27.19, 27.15, 27.11, 27.07
(-C(CHa)3) ppm.

BC-gated (100.62 MHz, CDCLs): § = 97.61 (d, C-1) ppm.
Jeam1=171.9 Hz.

Benzyl-2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-oi-D-mannopyranosid (5)

1.31 g (4.84 mmol) Benzyl-o-D-mannopyranosid (1)'” werden bei 0 °C in 60 ml trockenem
Pyridin geldst. 13.7 ml (1 M in Toluol, 1.5 Aq/OH) Iso-propylchlorformiat werden iiber einen
Tropftrichter zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Zur Aufarbeitung wird mit Chloroform verdiinnt und anschliefend zweimal mit 1 M
Salzsdure und einmal mit Wasser ausgeschiittelt. Es wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck eingeengt und mit Toluol codestilliert. Die Reinigung
des Rohproduktes erfolgt sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:
Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 5 : 1).

C0H42014 (614.64)
Ausbeute: 2.51 g (84 %) O/Cg 0=
hellgelber Sirup 000
[o]p >’ =+ 27.4° (¢ 1.0, CHCl3)

berechnet: C 56.67 H 6.89

gefunden: C57.27 H 7.07

OBn

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z= 637.40 [M+Na]", 653.37 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.35-7.32 (m, SH, Ph), 5.24 (dd, 1H, H-2), 5.20 (dd, 1H,
H-3), 5.10 (dd~t, 1H, H-4), 4.98 (d, 1H, H-1), 4.92-4.78 (m, 4H, 4x-CH(CHz),), 4.73 (d, 1H,
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-CH,-Ph), 4.55 (d, 1H, -CH,-Ph), 4.32 (dd, 1H, H-6a), 4.20 (dd, 1H, H-6b), 4.05 (ddd, 1H,
H-5), 1.32-1.24 (m, 24H, 4x-CH(CH),) ppm.

J1,2: 1.0, J2,3 = 3.1, J374: 10.2, J4,5 = 9.7, J5,6a: 6.1, J5,6b: 2.5, J6a76b: 12.2, 2JCH2: 11.7 Hz.

PC-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 154.43, 153.89, 153.57, 153.44 (C=0), 136.25 (Cqg, Ph),
128.55, 128.20, 128.16 (Ph), 96.37 (C-1), 72.95, 72.88 (C-2, C-3), 72.63, 72.60, 72.30, 72.28
(-CH(CH3)y), 70.02 (C-4), 69.63 (-CH,-Ph), 68.61 (C-5), 65.87 (C-6), 21.78, 21.67, 21.62,
21.06 (-CH(CH3), ppm.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 96.79 (d, C-1) ppm.

1JC-1,H-1 =174.0 Hz.

2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranose (7)

Die Umsetzung erfolgt gemil AAV 1a.
1.49 g (2.70 mmol) Benzyl-2,3.,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosid (3), 0.46 g
Pd/C (10 %), 10 ml trockenes Methanol, Reaktionsdauer: 1 d, séulen-

chromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).

CxH36010 (460.52)

Ausbeute: 850 mg (69 %) O%tBt
farbloser Sirup BIO ~Q
[0 2 =+ 12.9° (¢ 1.0, CHCls) BtO 1
berechnet:  C 57.38 H 7.88

gefunden: C57.30 H 7.99
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 483.27 [M+Na]", 499.11 [M+K]"
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 5.44 (dd, 1H, H-3), 5.37 (dd~t, 1H, H-4), 5.31 (dd, 1H,

H-2), 5.24 (s, 1H, H-1), 4.27-4.16 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 3.12 (bs, 1H, OH), 2.42-2.16
(m, 8H, 4x-CO-CH,-), 1.77-1.52 (m, 8H, 4x-CH,-CHs), 1.03-0.88 (m, 12H, 4x-CHs) ppm.
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J1’2: 2.0, J2,3 = 3.1, J3,4: 10.2, J4,5: 9.7 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 173.36, 172.68, 172.47, 172.30 (C=0), 92.37 (C-1),
69.68 (C-2), 68.81, 68.63 (C-3, C-5), 65.72 (C-4), 62.16 (C-6), 36.10, 36.01, 35.98, 35.95
(-CO-CH,-), 18.48, 18.32, 18.17 (-CH,-CHs), 13.69, 13.60 (-CH;) ppm.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 92.76 (d, C-1) ppm.

lJc_l,H_l =172.9 Hz.

2,3,4,6-Tetra-0O-pivaloyl-o-D-mannopyranose (8)

Die Umsetzung erfolgt gemi3 AAV 1a.
1.65 g (2.73 mmol) Benzyl-2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-a-D-mannopyranosid (4), 800 mg
Pd/C (10 %), 20 ml trockenes Methanol, Reaktionsdauer: {iber Nacht,
sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat,
5:1).

C26Hus010 (516.63)

OPiv
Ausbeute: 1.38 g (98 %) OPS/
. : ) o PivO ~
weille Kristalle, Smp.: 175.8 °C PO
[o]p? =+ 14.7° (¢ 1.0, CHCl;) OH
berechnet: C 60.45 H 8.58
gefunden: C 60.48 H 8.53

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z= 539.34 [M+Na]", 555.26 [M+K]"
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 5.53 (dd~t, 1H, H-4), 5.46 (dd, 1H, H-3), 5.28 (dd, 1H,
H-2), 5.19 (bs, 1H, H-1), 4.29 (ddd, 1H, H-5), 4.22-4.13 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.17 (d, 1H,

OH), 1.27, 1.24, 1.16, 1.12 (4xs, 36H, 4x-C(CHs)3) ppm.

J172= 1.8, J2,3= 3.1, J3,4= 10.2, J4,5= 10.2 Hz.
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCl): & = 178.30, 177.27, 176.66 (C=0), 92.51 (C-1), 69.89
(C-2), 69.12 (C-3), 68.93 (C-5), 65.15 (C-4), 61.91 (C-6), 38.93, 38.82 (Cq, -C(CHz)3), 27.16,
27.12,27.09 (-C(CHs)3) ppm.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 92.93 (d, C-1) ppm.

lJc_l,H_l =172.9 Hz.

2,3,4,6-Tetra-0O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranose (9)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 1a.
1.88 g (3.06 mmol) Benzyl-2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosid
(5), 0.740 g Pd/C (10 %), 15 ml trockenes Methanol, Reaktionsdauer: 2 d, sdulen-

chromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).

C22H36014 (524.52)

Ausbeute: 1.47 g (92 % 0CO0
g (92%) OCO&
farbloser Sirup } 00CO -0
[o]p?’ =—6.2° (¢ 0.5, CHCl;) _>-00C0
OH
berechnet: C50.38 H 6.92

gefunden: C 5047 H 7.04

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 547.32 [M+Na]", 563.26 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 5.34 (s, 1H, H-1), 5.26-5.22 (m, 2H, H-2, H-3), 5.09 (dd~t,
1H, H-4), 4.93-4.80 (m, 4H, 4x-CH(CH3),), 4.32-4.28 (dd, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 1.34-1.26
(m, 24H, 4x-CH(CH3),) ppm.

J4’5 =9.7 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls): § = 154.34, 153.93, 153.62, 153.43 (C=0), 92.08 (C-1),

72.99, 72.95, 72.67, 72.44 (-CH(CH,),), 72.48, 72.10 (C-2, C-3), 69.97 (C-4), 68.52 (C-5),
66.08 (C-6), 21.76, 21.68, 21.63 (-CH(CHs), ppm.
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BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 92.48 (d, C-1) ppm.
Teim1=174.0 Hz.

Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (11)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 2.
1.80 g (3.92 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranose (7), 3.29 ml
(9.79 mmol) Dibenzyl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit, 1.37 g (19.6 mmol)
1H-Tetrazol, 2.03 g (11.7 mmol) 3-Chlorperbenzoeséure, 20 ml + 20 ml trockenes
Dichlormethan, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 2 : 1).

Ci6Ha9013P (720.76) OBt
OB
Ausbeute: 2.51 g (89 %) "o
BtO

farbloser Sirup BtO 0

Oig’/OBn
[o]p?’ =+ 13.7° (¢ 0.4, CHCl5) “OBn
berechnet: C 59.99 H 6.85
gefunden: C 60.01 H6.74

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 743.51 [M+Na]", 759.48 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.40-7.30 (m, 10H, Ph), 5.62 (dd, 1H, H-1), 5.36 (dd~t, 1H,
H-4), 5.31 (dd, 1H, H-3), 5.26 (dd~t, 1H, H-2), 5.12-5.09 (m, 4H, 2x-CH,-Ph), 4.14 (dd, 1H,
H-6a), 4.03 (ddd, 1H, H-5), 3.95 (dd, 1H, H-6b), 2.40-2.19 (m, 8H, 4x-CO-CH,-), 1.75-1.53
(m, 8H, 4x-CH,-CH3), 1.01-0.88 (m, 12H, 4x-CH3) ppm.

Jl’zz 1.5, J2,3 = 3.1, J3,4: 10.2, J4’5 = 9.7, J5,6a: 4.1, J5,6b = 2.0, J6a,6b = 12.2, SJH_LP =6.1 Hz.
BC-NMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 173.10, 172.26, 172.07, 172.05 (C=0), 130.18, 129.75
(Cq Ph), 128.81-128.04 (Ph), 95.31 (d, C-1), 70.45 (C-5), 70.03 (d, -CH,-Ph), 69.85 (d,

-CH,-Ph), 68.60 (d, C-2), 68.21 (C-3), 64.84 (C-4), 61.39 (C-6), 35.95, 35.91, 35.89, 35.84
(-CO-CH,-), 18.42, 18.29, 18.22, 18.12 (-CH,-CHs), 13.65, 13.58 (-CH;) ppm.
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Jep=4.8,2x Tcmp=6.1, Jeop=10.9 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 95.74 (dd, C-1) ppm.

lJc-laH-l =179.0 Hz.

3'P-NMR ( 202.46 MHz, CDCls): § = — 1.97 ppm.

Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (12)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 2.
1.38 g (2.63 mmol) 2,3.,4,6-Tetra-O-pivaloyl-oi-D-mannopyranose (8), 2.21 ml
(6.57 mmol) Dibenzyl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit, 0.92 g (13.1 mmol)
1H-Tetrazol, 1.36 g (7.89 mmol) 3-Chlorperbenzoesdure, 20 ml + 20 ml trockenes
Dichlormethan, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).

C40Hs7013P (776.86)

OPi

Ausbeute: 1.43 g (70 %) (%8/
farbloser Sirup PIvO

PivO ﬁ) OBn
[o]p > =+ 22.1° (¢ 0.7, CHCly) 0P

n

berechnet:  C 61.84 H 7.40
gefunden: Co6l.11 H 7.35

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 799.53 [M+Na]", 815.46 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.38-7.33 (m, 10H, Ph), 5.58 (dd, 1H, H-1), 5.52 (dd~t, 1H,
H-4), 5.31 (dd, 1H, H-3), 5.24 (dd~t, 1H, H-2), 5.16-5.08 (m, 4H, 2x-CH,-Ph), 4.07-3.99 (m,
2H, H-5, H-6a), 3.89 (dd, 1H, H-6b), 1.25, 1.21, 1.14, 1.12 (4xs, 36H, 4x-C(CHj)3) ppm.

J1’2: 19, J2’3 = 32, J3,4: 104, J4’5: 101, J5,6a: 28, J5,6b = 13, Jﬁa’éb = 126, 3JH_1,p = 63 Hz.

BC.NMR (100.62 MHz, CDCLy): & = 177.97, 176.57, 176.40 (C=0), 133.72-127.51 (Ph),
95.58 (d, C-1), 70.58 (C-5), 70.11 (d, -CH»-Ph), 69.93 (d, -CH,-Ph), 68.68 (C-3), 68.68 (d,
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C-2), 64.22 (C-4), 61.05 (C-6), 38.98, 38.78 (Cq, -C(CHs)3), 27.15, 27.10, 27.06 (-C(CHs)3)

2JC-1,P = 5.6, 2x 2JCH2,P = 5.6, 3Jc.2,p =11.7 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 97.42 (dd, C-1) ppm.

Je.in1=180.1 Hz.

S'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = — 1.76 ppm.

Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (13)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 2.
1.19 g (2.27 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-o.-D-mannopyranose (9),
1.91 ml (5.67 mmol) Dibenzyl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit, 0.80 g (11.4 mmol)
1H-Tetrazol, 1.18 g (6.84 mmol) 3-Chlorperbenzoesiure, 20 ml + 20 ml trockenes
Dichlormethan, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).

C36H49017P (784.76)

OCOO
Ausbeute: 1.54 g (87 %) 0CO0—_
, 000 -
gelber Sirup }OOCO
20 o Il _OBn
[a]p™ =+ 6.7° (¢ 0.5, CHCl3) O—PT
berechnet: C55.10 H 6.29
gefunden: C55.23 H 6.45

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 807.44 [M+Na]", 823.39 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.37-7.32 (m, 10H, Ph), 5.75 (dd, 1H, H-1), 5.23 (dd~t, 1H,
H-2), 5.14-5.07 (m, 6H, H-3, H-4, 2x-CH,-Ph), 4.86 (m, 4H, 4x-CH(CH;),), 4.26 (dd, 1H,
H-6a), 4.18-4.11 (m, 2H, H-5, H-6b), 1.33-1.23 (m, 24H, 4x-CH(CHs),) ppm.

J1’2: 1.6, J2,3 = 2.2, J5,6a: 5.7, J6a,6b = 11.7, 3][-1_1,9 = 6.6 Hz.
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PC-NMR (100.62 MHz, CDCls): § =154.27, 153.52, 153.43 (C=0), 128.72-128.12 (Ph),
94.86 (d, C-1), 73.32, 73.05, 72.83, 72.33 (-CH(CHs),), 71.68 (C-3), 71.53 (d, C-2), 70.21
(C-5), 69.96 (d, -CH,-Ph), 69.84 (d, -CH,-Ph), 69.13 (C-4), 65.25 (C-6), 21.71-21.61
(-CH(CHj3)) ppm.

Jep=5.6,2x *Tcpap = 5.6, *Jeap=11.7 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 92.27 (dd, C-1) ppm.
Jeim1=179.0 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = — 1.90 ppm.

Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (14)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 2.
1.00 g (2.87 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranose (10),'°*'"”  2.40 ml
(7.14 mmol) Dibenzyl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit, 1.01 g (14.4 mmol)
1H-Tetrazol, 1.50 g (8.70 mmol) 3-Chlorperbenzoesdure, 20 ml + 20 ml trockenes
Dichlormethan, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1).

C28H33013P (60854) OAc
OAc
Ausbeute: 1.54 g (88 %) ACO -0
farbloser Sirup AcO 7(‘3)/01311
“OBn

[o]p™® =+29.5° (¢ 1.0, CHCls)
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z= 631.36 [M+Na]", 647.27 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.38-7.33 (m, 10H, Ph), 5.62 (dd, 1H, H-1), 5.31-5.28 (m,
2H, H-3, H-4), 5.23 (dd~t, 1H, H-2), 5.12-5.01 (m, 4H, 2x-CH,-Ph), 4.18 (dd, 1H, H-6a), 4.05

(ddd, 1H, H-5), 3.93 (dd, 1h, H-6b), 1.2.1, 2.04, 2.00, 1.99 (4xs, 12H, 4x-CH3) ppm.

J1,2: 1.8, J2’3 = 33, J4,5 = 9.7, J5,6a: 4.6, J5,6b = 2.3, J6a,6b = 12.5, 3J]-[.]’p =6.4 Hz.
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): § = 170.53, 169.73, 169.55 (C=0), 133.37 (C,, Ph), 128.84-
128.06 (Ph), 95.19 (d, C-1), 70.30 (C-5), 70.05 (d, -CH,-Ph), 69.88 (d, -CH,-Ph), 68.81 (d,
C-2), 68.27 (C-3), 65.32 (C-4), 61.81 (C-6), 20.73, 20.65, 20.62 (-CH;) ppm.

2JC-1,P = 5.1, ZJCHz,p = 5.6, 2JCH2,P = 5.1, 3JC-2,P =11.7 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 95.59 (dd, C-1) ppm.

lJc_l,H_l =179.0 Hz.

3'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = — 2.03 ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranosyl-phosphat (15)

Die Umsetzung erfolgt gemi3 AAV 1b.
2.43 g (7.37 mmol) Dibenzyl-(2,3.,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat
(11), 1.25 g Pd/C (10 %), 10 ml Ethylacetat, 20 ml Methanol, 10 ml Wasser,
Reaktionsdauer: 5 h, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Chloro-

form/Methanol/Wasser, 6 : 3.5 : 0.3).

C,H37015P (540.50)

Ausbeute: 1.35 g (74 %) O%tBt
gelber Sirup BtO -Q

20 BtO O
[a]p™ =+ 37.3° (¢ 1.0, CHCI3) 07\1\3/0H
berechnet: C 48.89 H 6.90 ot
gefunden: C 48.90 H 6.60

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 563.61 [M+Na]", 579.50 [M+K]", 585.49
[M-H+Na+Na]", 601.41 [M-H+Na+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.60 (bs, 1H, H-1), 5.40 (dd, 1H, H-3), 5.36 (bs, 1H, H-2),

5.17 (dd~t, 1H, H-4), 4.27-4.13 (m, 1H, H-5), 3.79-3.62 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.41-2.24 (m,
8H, 4x-CO-CH,-), 1.71-1.53 (m, 8H, 4x-CH,-CHs), 1.0-0.87 (m, 12 H, 4x-CHs) ppm.
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J2’3 = 3.6, J3,4: 9.7, J4,5 =10.2 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 174.85-172.52 (C=0), 94.86 (bs, C-1), 72.22 (C-5),
69.14 (C-2), 68.49 (C-3), 65.81 (C-4), 61.59 (C-6), 36.02, 35.88 (-CO-CH,-), 18.40, 18.38,
18.30, 18.08 (-CH,-CHs), 13.5 (-CHs) ppm.

Jeap=9.2 Hz.

S'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § =—1.71 ppm.

2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl-phosphat (16)

Die Umsetzung erfolgt gemi3 AAV 1b.
1.3 g (1.7 mmol) Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-a-D-mannopyranosyl)-phosphat
(12), 0.82 g Pd/C (10 %), 8 ml Ethylacetat, 16 ml Methanol, 8 ml Wasser,
Reaktionsdauer: 6 h, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Chloro-

form/Methanol/Wasser, 6 : 3.5 : 0.3).

Co6Has013P (596.61)

Ausbeute: 0.82 g (82 %)

weiller Feststoff, Smp.: ~ 245 °C Zersetzung
[o]p™” =+ 27.0° (c 1.0, CHCl))

berechnet: C52.34 H 7.60
gefunden: C45.28 H6.61

(Material stark hygroskopisch)

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 619.42 [M+Na]", 635.35 [M+K]", 641.40
[M-H+Na+Na]", 657.33 [M-H+Na+K]", 673.29 [M-H+K+K]"

'"H-.NMR (400 MHz, Methanol-d4): & =5.58 (dd~t, 1H, H-4), 5.48 (dd~t, 2H, H-1, H-3), 5.32
(bs, 1H, H-2), 4.48-4.15 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 1.28, 1.23, 1.15, 1.10 (4xs, 36H,
4x-C(CHs)3) ppm.

J34=10.4, J45=10.1 Hz.
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BC-NMR (100.62 MHz, Methanol-ds): & = 179.83, 179.29, 178.82 (C=0), 95.27 (bs, C-1),
71.71 (d, C-2), 71.38 (C-3), 70.83 (C-5), 66.49 (C-4), 62.86 (C-6), 40.31, 40.27, 40.16, 40.07
(Cq, -C(CH3)3), 28.02, 27.94, 27.88 (-C(CHs); ppm.

3JC-2,P =12.7 Hz.

*'P-NMR (101.26 MHz, Methanol-d,): 8 = — 1.75 ppm.

2,3,4,6-Tetra-0-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl-phosphat (17)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 1b.
045 g (0.57 mmol) Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-manno-
pyranosyl)-phosphat (13), 0.23 g Pd/C (10 %), 2 ml Ethylacetat, 4 ml Methanol, 2 ml
Wasser, Reaktionsdauer: iiber Nacht, sdulenchromatographische Reinigung

(Laufmittel: Chloroform/Methanol/Wasser, 6 : 3.5 : 0.3).

CxH37017P (604.51)

Ausbeute: 0.26 g (75 %) 0o
Feststoff, Smp.: 184.1 °C >—00C0 -
- 00CO 0
[0]2 = +23.4° (¢ 1.0, CHCly) L ] on
“OH
berechnet:  C43.71 H6.17

gefunden: C44.32 H 6.06

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 627.35 [M+Na]", 643.29 [M+K]", 649.33
[M-H+Na+Na]", 665.28 [M-H+Na+K]"

'H-NMR (400 MHz, Methanol-dy4): & = 5.58 (d, 1H, H-1), 5.26 (bs, 1H, H-2), 5.21 (dd, 1H,
H-3), 5.12 (dd~t, 1H, H-4), 4.90-4.79 (m, 4H, 4x-CH(CHs),), 4.36-4.21 (m, 3H, H-5, H-6a,

H-6b), 1.23-1.20 (m, 24H, 4x-CH(CHs),) ppm.

J2’3 = 31, J3’4: 102, J4,5 = 99, JH-I,P =7.1 Hz.
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BC-NMR (100.62 MHz, Methanol-ds): & = 156.22, 155.52, 155.09 (C=0), 95.11 (d, C-1),
74.41,74.16, 73.81, (-CH(CHs),), 74.36 (d, C-2), 74.30 (C-3), 70.91 (C-4), 70.43 (C-5), 66.52
(C-6), 22.34,22.25, 22.22 (-CH(CH3),) ppm.

2JC-1,P = 3.6, 3Jc.27p =9.7 Hz.

'P NMR (101.26 MHz, Methanol-ds): § = — 1.02 ppm.

2,3,4,6-Tetra-0-acetyl-o.-D-mannopyranosyl-phosphat (18)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 1b.
0.50 g (0.82 mmol) Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat
(14), 0.40 g Pd/C (10 %), 4 ml Ethylacetat, 8 ml Methanol, 4 ml Wasser,
Reaktionsdauer: 5 h, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Chloro-

form/Methanol/Wasser, 6 : 3.5 : 0.3).

Ci14H21047P (428.29)

OAc
Ausbeute: 0.22 g (63 %) O/A(c):
AcO
Beigefarbener Feststoff, Smp.: 176.4 °C CAcO 0
|_OH
[o]p®® =+ 18.1° (¢ 1.0, CHCls) 0Pl

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 451.18 [M+Na]", 467.06 [M+K]", 473.06
[M-H+Na+Na]", 488.99 [M-H+Na+K]", 504.91 [M-H+K~+K]"

'H-NMR (400 MHz, Methanol-ds): 8 = 5.46 (bs, 1H, H-1), 5.39-5.23 (m, 3H, H-2, H-3, H-4),
4.24 (d, 2H, H-5, H-6a), 4.11 (bs, 1H, H-6b), 2.11, 2.02, 1.99, 1.91 (4xs, 12H, 4x-CH;) ppm.

J2,3 = 3.1, J3,4= 10.2, J4,5 = 99, 3JH-1,P =7.1 Hz.
BC-NMR (100.62 MHz, Methanol-ds): § = 171.90, 171.85, 171.76, 171.74 (C=0), 95.19 (d,
C-1), 71.71 (d, C-2), 71.04 (C-3), 70.65 (C-4), 67.46 (C-5), 63.60 (C-6), 20.95, 20.89, 20.87

(-CHs3) ppm.

3Jc-2,p =9.2 Hz.
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'P NMR (101.26 MHz, Methanol-ds): § =— 0.92 ppm.

Bis-acetoxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-butyryl-o.-D-mannopyranosyl)-phosphat (19)

Eine Losung von 131 mg (0.240 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl-
phosphat (15) in 3 ml trockenem Acetonitril wird unter vermindertem Druck bis zur Trockne
eingeengt. Dann werden 0.200 ml (1.20 mmol) N-Ethyl-di-iso-propylamin und 3 ml trockenes
Acetonitril zugegeben und erneut bis zur Trockne eingeengt. Anschlieend wird unter Argon-
Schutzatmosphére der Ansatz mit 0.410 ml (2.40 mmol) N-Ethyl-di-iso-propylamin, 3 ml
trockenem Acetonitril und 0.590 ml (6.10 mmol) Brommethylacetat versetzt und {iber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Losungsmittel
abdestilliert und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1) gereinigt.

CasHusO17P (684.51) OBt

Ausbeute: 68.0 mg (41 %) OBt
‘ BtO o
farbloser Sirup BtO 0 I
o \I\)/O—CHTO—C—CH3
[OC]D20 = +7.5°(c 0.5, CHCl3) \O—CHTO—ﬁ—CH3
berechnet:  C 49.12 H 6.63 ©

gefunden: C49.60 H6.79

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 707.29 [M+Na]", 723.19 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § =5.73-5.64 (m, 5H, H-1, 2x-CHa-, AM), 5.41 (dd~t, 1H, H-4),
5.38 (dd~t, 1H, H-2), 5.35 (dd, 1H, H-3), 4.28-4.15 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.42-2.19 (m,
8H, 4x-CO-CHy-), 2.17, 2.16 (2xs, 6H, -CHs, AM), 1.75-1.52 (m, 8H, 4x-CH,-CHj3), 1.04-
0.87 (m, 12H, 4x-CH3) ppm.

Jl’zz 1.9, J2,3 = 3.2, J3,4: 9.9, J4,5: 9.9, J5,6a: 3.8, J5,6b = 1.5, J6a,6b = 11.7, 3JH_l,p ="7.7 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 173.10, 172.27, 172.08 (C=0), 169.27, 169.17 (C=O,
AM), 95.93 (d, C-1), 82.66 (dd~t, -CH,-, AM), 70.81 (C-5), 68.32 (d, C-2), 68.11 (C-3),
64.69 (C-4), 61.42 (C-6), 35.90, 35.81 (-CO-CHa-), 20.60, 20.57 (-CHs, AM), 18.42, 18.30,
18.25, 18.10 (-CH,-CHs), 13.7, 13.6, 13.5 (-CH;) ppm.
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Jeap=6.1,Jcmp = 6.1, *Jcop = 12.2 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 96.31 (d, C-1) ppm.

lJc-laH-l =174.0 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § = — 5.05 ppm.

Bis-pivaloyloxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (20)

0.11 g (0.21 mmol) ) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o.-D-mannopyranosyl-phosphat (15) wird in 1
ml trockenem Acetonitril suspendiert. N-Ethyl-di-iso-propylamin (0.11 ml, 0.62 mmol) und
Iodmethylpivaloat (0.15 g, 0.62 mmol) werden zugegeben. Der Ansatz wird bei
Raumtemperatur {iber Nacht geriihrt. Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen. Die Lésung
wird zweimal mit gesittigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, getrocknet iiber
Natriumsulfat, filtriert und wunter vermindertem Druck eingeengt. Reinigung des
Rohproduktes erfolgt sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel:
Petrolether(50/70)/Ethylacetat + 1 % Triethylamin, 1 : 1).

C34Hs70,7P (768.81) OBt
OBt

Ausbeute: 39 mg (24 %) ~0

‘ ‘ BtO o
gelblicher Sirup BtO Oi(‘i/ O CH, 07(@7 C(CHy),
[o]p? =+4.1° (c 0.4, CHCI;) "0~ CHy0—C—C(CHy;
berechnet:  C 53.12 H 7.47 ©
gefunden: C53.75 H7.56

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 791.32 [M+Na]", 807.29 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.67-5.58 (m, 5H, H-1, 2x-CHa-, POM), 5.34 (dd~t, 1H,
H-4), 5.31 (bs, 1H, H-2), 5.29 (dd, 1H, H-3), 4.22-4.07 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.33 (dt,
2H, -CO-CHy-), 2.27 (t, 2H, -CO-CH,-), 2.19 (dt, 2H, -CO-CH,-), 2.12 (dt, 2H, -CO-CH,),
1.68-1.46 (m, 8H, 4x-CH,-CHj3), 1.18 (s, 18H, 2x-C(CH;);, POM), 0.96-0.81 (m, 12H,
4x-CH3) ppm.
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J1’2: 1.5, J2,3 = 3.1, J3,4: 9.2, J4,5: 9.7, J5,6a: 4.1, J6a,6b =12.2 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCLy): & = 173.50, 172.55, 172.48, 172.41 (C=0), 96.35 (d, C-1),
82.99 (d, -CH,-, POM), 82.83 (d, -CH,-, POM), 71.12 (C-5), 68.76 (d, C-2), 68.48 (C-3),
65.17 (C-4), 61.86 (C-6), 39.14 (C,, -C(CHs);, POM), 36.34, 36.22 (-CO-CH,-), 27.21
(-C(CHs);, POM), 18.82, 18.70, 18.66, 18.51 (-CH,-CHs), 14.12, 14.01, 13.95 (-CH;) ppm.

Jeap=6.1,2x Tcmp=6.1, *Jeop =122 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 96.82 (dd, C-1) ppm.

lJc_l,H_l =179.0 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = — 4.92 ppm.

Bis-acetoxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (21)

269 mg (0.450 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl-phosphat (16) werden in
3 ml trockenem Acetonitril und 0.500 ml trockenem Toluol suspendiert. N-Ethyl-di-iso-
propylamin (0.220 ml, 1.35 mmol) und Brommethylacetat (0.130 ml, 1.35 mmol) werden
hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wird {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und der
Fortgang der Reaktion diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: Petrol-
ether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1) verfolgt. Nach weiterer Zugabe von 0.100 ml (1.02 mmol)
Brommethylacetat und 0.100 ml (0.590 mmol) N-Ethyl-di-iso-propylamin wird der Ansatz fiir
2 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 5 ml Ethylacetat und 5 ml Dichlormethan
gelost. Die Losung wird zweimal mit gesittigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, tiber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel abdestilliert. Die Reinigung des
Rohproduktes  erfolgt durch  Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 2 : 1).
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C3Hs3047P (740.74)

Ausbeute: 104 mg (31 %)

gelber Feststoff, Smp.: 88.5 °C
[o]p” =+ 12.0° (¢ 0.5, CHCl))
berechnet: C51.89 H7.21
gefunden: C51.19 H7.32

0
0 I
| O—CH-0—C—CH

\O—CHTO—%—CH3
0

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 763.52 [M+Na]", 779.46 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.74-5.63 (m, 5H, H-1, 2x-CHs-, AM), 5.58 (dd~t, 1H,
H-4), 5.39-5.35 (m, 2H, H-2, H-3), 4.29-4.16 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.17, 2.16 (2xs, 6H,
-CHs, AM), 1.28, 1.24, 11.16, 1.12 (4xs, 36H, 4x-C(CHs)3) ppm.

J1’2: 1.8, J3,4: 9.4, J4,5 =10.2 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 177.95, 176.44 (C=0), 171.15, 169.24, 169.14 (C=0,
AM), 96.16 (d, C-1), 82.74 (d, -CH,-, AM), 82.66 (d, -CH,-, AM), 70.98 (C-5), 68.59 (C-3),
68.45 (d, C-2), 64.11 (C-4), 61.13 (C-6), 38.91, 38.80, 38.78 (Cq, -C(CHs)s), 27.09, 27.07
(-C(CHs)3), 21.05, 20.61, 20.57 (-CH;, AM) ppm.

Jear=5.1,2x Tcmp=5.1, Jeop =122 Hz.
BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 91.71 (dd, C-1) ppm.
Jean1=172.9 Hz.
3'P-NMR (101.26 MHz, CDCl3): § = — 5.47 ppm.
Bis-pivaloyloxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o.-D-mannopyranosyl)-phosphat (22)
Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung der Verbindung 20.
0.23 g (0.39 mmol) 2,3.,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl-phosphat (16), 0.57

g (2.3 mmol) lodmethylpivaloat, 0.40 ml (2.3 mmol) N-Ethyl-di-iso-propylamin, 3 ml

trockenes Acetonitril, 1 ml trockenes Toluol, Rithren bei Raumtemperatur fiir 3 Tage,
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sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petroether/Ethylacetat + 1 %

Triethylamin, 3 : 1).

Ci3Hes0,17P (824.90)
Ausbeute: 18 mg (6 %)

weiBer Feststoff, Smp.: 86.7 °C O/OCHQO((?C(CH3)3
[o]p 2’ =+ 6.1° (c 0.5, CHCl;) OﬁP\O—CHrO—ﬁfC(cmb
berechnet: C55.33 H 7.94 ©
gefunden: C56.10 H 7.99

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 847.33 [M+Na]", 863.30 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 5.75-5.64 (m, 5H, H-1, 2x-CH,-POM), 5.58 (dd~t, 1H,
H-4), 5.41-5.36 (m, 2H, H-2, H-3), 4.32-4.22 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.13 (d, 1H, H-6b), 1.27,
1.23, 1.16, 1.11 (4xs, 36H, 4x-C(CHs)3), 1.24 (2xs, 18H, 2x-C(CHs);, POM) ppm.

J1,2 = 1.5, J2,3 = 3.1, J3,4: 99, J4,5 = 99, J5,6a = 2.8, J6a,6b =11.2 SJH—I,P =5.6 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 177.93, 176.93, 176.66, 176.48 (C=0), 96.15 (d, C-1),
83.03 (d, -CH,-, POM), 82.89 (d, -CH,-, POM), 70.91 (C-5), 68.51 (d, C-2), 68.54 (C-3),
64.20 (C-4), 61.16 (C-6), 38.90, 38.82, 38.75 (C,, -C(CH3)3, Piv, POM), 27.13, 27.09, 27.06
(-C(CHs)3), 26.8 (-C(CHs)3, POM) ppm.

Jerp=5.6,2x “Tcpap = 5.1 *Tcap = 12.7 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 94.55 (dd, C-1) ppm.

lJc_l,H_l =175.1 Hz.

3'P-NMR (101.26 MHz, CDCl;): & = — 5.38 ppm.
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Bis-acetoxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl)-phosphat

(23)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von Verbindung 19.
26 mg (40 pumol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl-phosphat
(17), trockenes Acetonitril (1.0 ml + 1.0 ml + 0.50 ml), N-Ethyl-di-iso-propylamin
(20 pl, 0.12 mmol + 40 pl, 0.24 mmol), Brommethylacetat (96 pl, 0.98 mmol), Riihren
bei Raumtemperatur fiir 3 Tage, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1).

C28H45021P (7485 1) OCOO<
0CO0—_
Ausbeute: 5.4 mg (17 %) }ooco ~0
) 0
farbloser Sirup >OOC0 Oiﬁ/ O—CH, 07(\37 CH,
[o]p®® =— 1.6° (¢ 0.6, CHCls) 0 CHy 0 C—CH;
berechnet:  C 44.92 H 6.06 ©

gefunden: C 45.09 H 6.20

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 771.08 [M+Na]", 787.03 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.79 (dd, 1H, H-1), 5.73-5.64 (m, 4H, 2x-CHa-, AM), 5.51
(dd~t, 1H, H-2), 5.16-5.13 (m, 2H, H-3, H-4), 4.92-4.81 (m, 4H, 4x-CH(CH3),), 4.33 (dd, 1H,
H-6a), 4.28-4.22 (m, 2H,H-5, H-6b), 2.18, 2.16 (2xs, 6H, -CH3, AM), 1.34-1.25 (m, 24H,
4x-CH(CHs),) ppm.

J1’2: 1.5, J2,3 = 2.0, J5,6a: 6.4, J6a,6b =12.2 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCL): & = 169.22, 168.13 (C=0, AM), 154.23, 153.53, 153.46,
153.28 (C=0), 95.51 (d, C-1), 82.83 (d, -CH,-, AM), 82.69 (d, -CH,-, AM), 73.45, 73.14,
72.90, 72.42 (-CH(CHs),), 71.57, 68.96 (C-3, C-4), 71.28 (d, C-2), 70.55 (C-5), 65.24 (C-6),
21.72,21.66, 21.58 (-CH(CHs),), 20.61, 20.57 (-CH3, AM) ppm.

Jeap=5.1,2xTemp= 5.1, Jeop =122 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 92.33 (dd, C-1) ppm.
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Jen1=174.7 Hz.

3'P.NMR (101.26 MHz, CDCl;): & = — 5.30 ppm.

Bis-pivaloyloxy-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (24)
0.19 mg (0.31 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl-phosphat (17)
werden in 3 ml trockenem Acetonitril gelost. Nach Zugabe von 0.16 ml (0.94 mmol) N-Ethyl-
di-iso-propylamin und 0.23 g (0.94 mmol) lodmethylpivaloat wird die Reaktionsmischung
tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und der Fortgang der Reaktion mittels
diinnschichtchromatographischer Kontrolle (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1)
iiberpriift. Nach erneuter Zugabe von 0.160 ml (0.94 mmol) N-Ethyl-di-iso-propylamin und
0.23 g (0.94 mmol) Iodmethylpivaloat wird fiir weitere 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt.
Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel entfernt und der Riickstand in 5 ml Ethylacetat und
5 ml Dichlormethan aufgenommen. Die Mischung wird zweimal mit gesittigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen, getrocknet iiber Natriumsulfat, filtriert und das
Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird anschlieBend durch
Sdulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat + 1 %
Triethylamin, 3 : 1) gereinigt.

C34Hs7021P (832.79) 0%%%&
Ausbeute: 9.3 mg (4 %) >—00C0 - o

. 00CO 0 I
farbloser Sirup B \l\) _0—CH,-0—C—C(CHz);
[0]p2 =+ 2.3° (¢ 0.5, CHCly) O*CHTO*E*C(CW
berechnet: C49.04 H 6.90
gefunden: C 50.45 H 7.34

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 855.26 [M+Na]", 871.22 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): 8 = 5.78 (dd, 1H, H-1), 5.75-5.65 (m, 4H, 2x-CH,-, POM), 5.30
(dd~t, 1H, H-2), 5.16-5.12 (m, 2H, H-3, H-4), 4.91-4.81 (m, 4H, 4x-CH(CH),), 4.33 (dd, 1H,
H-6a), 4.27-4.22 (m, 2H, H-5, H-6b), 1.32-1.26 (m, 24H, 4x-CH(CHs),), 1.24, 1.23 (2xs,
18H, 2x-C(CHs)s, POM) ppm.
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J1’2: 1.8, J2,3 = 4.9, J5,6a: 6.4, J5,6b: 2.5, J6a,6b: 12.2, JCH,CH} = 6.4, 3JH-1,P = 5.6 HZ.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 95.54 (d, C-1), 83.03 (d, -CH,-, POM), 82.98 (d, -CH,-,
POM), 73.39, 73.08, 72.85, 72.38 (-CH(CHs),), 71.56 (C-3), 71.31 (d, C-2), 70.48 (C-5),
69.00 (C-4), 65.24 (C-6), 26.82 (-C(CHs)s, POM), 21.73, 21.65, 21.61 (-CH(CH;),) ppm.

Jear=5.1,2xTemp= 5.1, Jeap =122 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § =93.61 (dd, C-1) ppm.
Jerma=176.0 Hz.

*'P-NMR (101.26 MHz, CDCl;): § = — 5.23 ppm.

Bis-acetoxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (25)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von Verbindung 19.
139 mg (0.300 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-ai-D-mannopyranosyl-phosphat (18),
trockenes Acetonitril (3 ml + 3 ml + 3 ml), N-Ethyl-di-iso-propylamin (0.280 ml,
1.65 mmol + 0.560 ml, 3.30 mmol), Brommethylacetat (0.800 ml, 8.13 mmol), Riihren
bei Raumtemperatur iiber Nacht, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 2).

Cy0H29017P (57241) OAc

OAc
Ausbeute: 59.2 mg (31 %) A -0 5
gelber Sirup AcO 7(\?/0—CH270—E—CH3
[o]p”” =+ 16.0° (¢ 0.5, CHCL) "O—CHy-0—C—CH,
berechnet: C41.97 H5.11 ©

gefunden: C42.87 H 5.29

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 595.43 [M+Na]", 611.37 [M+K]"
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'H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 5.73-5.64 (m, SH, H-1, 2x-CH,-, AM), 5.36-5.32 (m, 3H,
H-2, H-3, H-4), 4.29 (dd, 1H, H-6a), 4.21 (ddd, 1H, H-5), 4.15 (dd, 1H, H-6b), 2.17 (s, 6H,
2x-CHs, AM), 2.16, 2.10, 2.06, 1.99 (4xs, 12 H, 4x-CHs, Ac) ppm.

J1,2: 1.8, J475: 10.4, Jsjéa: 4.8, J576b = 2.3, J6a,6b =12.2 Hz.

BCNMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 170.54, 169.72, 169.56, 169.52, 169.24 (C=0), 95.83
(d, C-1), 82.72 (d, -CHx>-, AM), 82.65 (d, -CH,-, AM), 70.96 (C-5), 68.55 (d, C-2), 68.18
(C-3), 65.21 (C-4), 61.90 (C-6), 20.71, 20.67, 20.59, 20.57 (-CHs, Ac, AM) ppm.

Jeap=5.1,2xTemp=5.1/6.1,Tcop =122 Hz.
BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 96.20 (dd, C-1) ppm.
Je.in1=180.1 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = — 5.09 ppm.

Bis-pivaloyloxymethyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (26)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von Verbindung 19.
114 mg (0.270 mmol) 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl-phosphat (18),
trockenes Acetonitril (3 ml + 3 ml + 3 ml), N-Ethyl-di-iso-propylamin (0.170 ml,
1.35 mmol + 0.430 ml, 2.70 mmol), lodmethylpivaloat (1.61 g, 6.66 mmol), Riihren
bei Raumtemperatur liber Nacht, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1).

Ca6H41017P (656.58) e
OA

Ausbeute: 39.8 mg (22 %) "0

AcO o
gelber Sirup AcO 0] I

J 0~ CHy0—CC(CHy;

[o]p” =+ 12.7° (¢ 0.4, CHCL)) \O—CHfO—ﬁ—C(CHm
berechnet:  C 47.56 H 6.29 ©
gefunden: C47.66 H 6.65
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MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 679.14 [M+Na]", 695.09 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): 8 = 5.74-5.66 (m, 5H, H-1, 2x-CH,-, POM), 5.37-5.32 (m, 3H,
H-2, H-3, H-4), 4.29 (dd, 1H, H-6a), 4.23 (ddd, 1H, H-5), 4.14 (dd, 1H, H-6b), 2.17, 2.10,
2.05, 1.99 (4xs, 12 H, -CH;), 1.25 (s, 18H, 2x-C(CHs)s, POM) ppm.

J1,2: 1.5, J4,5 = 10.2, J5,5a: 4.8, J5,6b = 2.3, J6a,6b =12.2 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 170.54, 169.62, 169.57, 169.39 (C=0), 96.86 (d, C-1),
83.04 (d, -CH-, POM), 82.88 (d, -CH,-, POM), 70.59 (C-5), 68.58 (d, C-2), 68.16 (C-3),
65.30 (C-4), 61.95 (C-6), 38.76 (Cq, -C(CH3)3, POM), 26.79 (-C(CHj3)3, POM), 20.69, 20.64,
20.56 (-CH3) ppm.

Jeap=06.1,2x Temp = 5.1, Jeop =122 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 95.29 (dd, C-1) ppm.
Jeamr=181.1 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): & = — 4.94 ppm.

2-Cyanoethyl-phosphordichloridit (27)'"’

6.1 ml (70 mmol) Phosphortrichlorid werden in 20 ml trockenem Acetonitril gelost.
AnschlieBend wird {iber einen Zeitraum von 5 Minuten eine Lésung aus 0.68 ml (10 mmol)
2-Cyanoethanol und 25 ml trockenem Acetonitril zugetropft. Es wird fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird im Wasserstrahlvakuum filtriert und
die Losung unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wird ohne zusétzliche

Reinigungsschritte weiterverwendet.
C;H4CILNOP (171.95)

Rohausbeute: 1.6 g (95 %) [Lit.""": 93 %] c—p_ OCE
Cl
farblose triibe Fliissigkeit
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'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 4.43 (q, 2H, -O-CH>-), 2.80 (t, 2H, -CH,-CN) ppm.

Jemr =6.1/6.1, *Jemap = 7.6 Hz.

3C-NMR (125.77 MHz, CDCl3): & = 115.99 (-CN), 61.69 (d, -O-CH,-), 19.40 (d, -CH,-CN)

*Jep=3.6,"Jcp=10.9 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): = 181.5 ppm.

2,2,2-Trichlorethyl-phosphordichloridit (28) 1
Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung der Verbindung 27.
6.1 ml (70 mmol) Phosphortrichlorid, 0.96 ml (10 mmol) 2,2,2-Trichlorethanol, 20 ml

+ 25 ml trockenes Acetonitril.

C,H,CIs0P (250.28)

118 _OTCE
Ausbeute: 2.3 g (92 %) [Lit. ": 29 %] Cl— P\Cl
milchige Fliissigkeit

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 4.67 (d, 2H, -O-CH,-) ppm.

Jem = 6.6 Hz.

PC-NMR (125.77 MHz, CDCl3): 8 = 94.15 (Cq, -CCl3), 75.71 (d, -O-CH,-) ppm.
*Jep=112Hz.

3'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): 8 = 180.4 ppm.
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2-Cyanoethyl-bis-N, N-di-iso-propylphosphoramidit (30)'*°

Die Umsetzung erfolgt geméafl AAV 3.
1.27 g (7.40 mmol) 2-Cyanoethyl-phosphordichloridit (27), 9.36 ml (66.6 mmol) Di-
iso-propylamin, 20 ml trockener Diethylether, keine Reinigung des Rohproduktes.

C1sH3N;0P (301.41)
Ausbeute: 1.60 g (72 %) [Lit."*%: 57 %] (Pr)N—PZ
gelbes Ol

OCE
N(Pr),

"H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 3.76 (q, 2H, -O-CH,-), 3.58-3.45 (m, 4H, 4x-CH(CHs),),
2.76 (dt, 2H, -CH»-CN), 1.20-1.14 (m, 24H, 4x-CH(CH),) ppm.

Jem =6.1/6.1, *Jepop = 8.1 Hz.

3C-NMR (125.77 MHz, CDCls): & = 116.87 (-CN), 58.15 (d, -O-CHa-), 45.36, 45.31, 44.63,
44.53 (-CH(CHs)»), 24.59-22.92 (-CH(CHs),), 22.10 (d, -CH»-CN) ppm.

Jemzp = 6.1, Jemp = 7.3 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = 15.8 ppm.
2,2,2-Trichlorethyl-bis-V, N-di-iso-propylphosphoramidit (32)
Die Umsetzung erfolgt gemi3 AAV 3.

8.15 g (0.033 mol) 2,2,2-Trichlorethyl-phosphordichloridit (28), 41.2 ml (0.290 mol)
Di-iso-propylamin, 100 ml trockener Diethylether, Kugelrohrdestillation Tg = 155 °C,

Olpumpenvakuum.
C1sH3CLN;OP (379.74) L o
Ausbeute: 4.09 g (33 %) (PON=PS N e,
gelbes Ol

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 4.46 (q, 2H, -O-CH,-), 3.62-3.52 (m, 4H, 4x-CH(CHs),),
1.32-1.28 (m, 24H, 4x-CH(CHs),) ppm.
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Jemz = 5.6, *Jemap = 7.8 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCL): & = 74.84 (d, -O-CHy-), 47.41, 45.38, 45.32, 44.47
(-CH(CHs),), 24.33-22.63 (-CH(CHs),) ppm.

ZJCHQ,p = 6.5 Hz.

3'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): § = 15.6 ppm.

2-Cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-/V, N-di-iso-propylphosphoramidit (33)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 4.
44 mg (0.63 mmol) 1H-Tetrazol, 89 pl (0.63 mmol) Di-iso-propylamin, 0.40 g
(1.3 mmol)  2-Cyanoethyl-bis-N, N-di-iso-propylphosporamidit ~ (30), 0.15 ml
(1.3 mmol) trans-2-Hexen-1-ol, 2 ml + 2 ml trockenes Dichlormethan, Riihren bei
Raumtemperatur: 15 Minuten + 2.5 Stunden, sdulenchromatographische Reinigung

(Laufmittel: Diethylether/Pentan, 3 : 2).

C15HysN,0,P (300.38)

Ausbeufe: 0.21 mg (55 %) (iPr)ZN—P<gg€\ PPN
gelbes Ol

[0]p” =+ 0.3° (¢ 1.0, CHCl5)

berechnet: C 59.98 H9.73 N 9.33

gefunden: C 60.39 H 9.90 N 8.97

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 5.73-5.63 (m, 1H, -CH=CH-), 5.60-5.52 (m, IH,
_CH=CH-), 4.18-4.00 (m, 2H, -O-CH,-, Hex), 3.88-3.73 (m, 2H, -O-CH,-, CE), 3.65-3.56 (m,
2x-CH(CHs;),), 2.63 (t, 2H, -CH,-CN), 2.01 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.39 (m~sex, 2H,
_CH,.CHs, Hex), 1.19, 1.18, 1.17, 1.16 (4xs, 12H, 2x-CH(CHs),), 0.89 (t, 3H, -CH;, Hex)
ppm.

2x *Jempp =7.1/7.8 Hz.
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BC-NMR (125.77 MHz, CDCl;): & = 132.55 (-CH=CH-), 126.25 (d, -CH=CH-), 116.76
(-CN), 63.55 (d, -O-CH,-, Hex), 57.60 (d, -O-CH,-, CE), 42.25, 42.15 (-CH(CH3),), 33.45
(=CH-CH,-), 23.84, 23.78, 23.69, 23.63 (-CH(CHs),), 21.37 (-CH,-CH3, Hex), 19.49 (d,
-CH,-CN), 12.82 (-CHj3, Hex) ppm.

2x 2JCHz,p =194 / 19.4, 3JCH2,p = 7.3, 3JQH=CH,P =7.3 Hz.
S'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = 148.6 ppm.

Allyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit (34)

116 mg (1.65 mmol) 1H-Tetrazol, 0.230 ml (1.65 mmol) Di-iso-propylamin und 1.28 ml
(4.00 mmol) Allyl-bis-N,N-di-iso-propylphosporamidit (31) werden in 9 ml trockenem
Dichlormethan gelost. Hierzu wird iiber ein Zeitdauer von 1.5 Stunden eine Losung von
0.390 ml (3.30 mmol) trans-2-Hexen-1-ol in 4 ml trockenem Dichlormethan zugetropft.
Anschliefend wird fiir weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der
Reaktion wird der Ansatz in 15 ml gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
aufgenommen und viermal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden liber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck abgetrennt. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: Diethylether/Pentan, 3 : 1).

Ci5H30NO,P (287.38)
. _OAll
Ausbeute: 830 mg (77 %) (POIN—=PL |~ A~
farbloser Sirup
[o]p =—0.6° (¢ 1.0, CHCl5)
berechnet: C 62.69 H 10.52 N 4.87

gefunden: C 60.88 H 10.44 N 4.79

'H-NMR (500 MHz, CDCly): § = 5.98-5.89 (m, 1H, -CH=CH,), 5.70-5.63 (m, 1H,
-CH=CH-), 5.60-5.54 (m, 1H, -CH=CH-), 5.36-5.10 (m, 2H, -CH=CH), 4.21-4.04 (m, 4H,
-O-CH,-, All, Hex), 3.65-3.58 (m, 2H, 2x-CH(CH3),), 1.99 (dt~q, 2H, =CH-CH;-), 1.39
(m~sex, 2H, -CH,-CHj3, Hex), 1.25 (t, 3H, -CH(CHs),), 1.17 (d, 9H, -CH(CHs),), 0.88 (t, 3H,
-CH3, Hex) ppm.
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2x *Jemp = 6.6 / 6.6 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls): § = 136.23 (d, -CH=CH,), 133.29 (-CH=CH-), 127.90 (d,
-CH=CH-), 115.76 (-CH=CH,), 64.79, 64.61 (2xd, -O-CH,-, All, Hex), 43.32, 43.20
(-CH(CH3)»), 34.73 (=CH-CH>-), 25.07, 25.02, 24.99, 24.95 (-CH(CH3),), 22.66 (-CH,-CH3,
Hex), 14.09 (-CH3, Hex) ppm.

2x Jemzp = 8.1 /8.1, *en.cmop = 7.1, *Jen-cup = 8.1 Hz.
S'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): & = 148.3 ppm.

2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl- N, N-di-iso-propylphosphoramidit (35)

Die Umsetzung erfolgt gemill AAV 4.
88 mg (1.3 mmol) 1H-Tetrazol, 0.18 ml (1.3 mmol) Di-iso-propylamin, 1.1 g
(2.9 mmol) 2,2,2-Trichlorethyl-bis-N, N-di-iso-propylphosporamidit (32), 0.35 ml
(2.9 mmol) trans-2-Hexen-1-ol, 5 ml + 5 ml trockenes Dichlormethan,

sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Diethylether/Pentan, 3 : 1).

C14H,7C1sNO,P (378.71)

Ausbeufe: 0.66 mg (61 %) (ipr)szp<gT/CE\ PN
gelbes Ol

[o]p™ =+ 1.2° (¢ 1.0, CHCl3)

berechnet: C44.40 H7.19 N 3.70

gefunden: C43.99 H 7.00 N 3.64

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 5.75-5.66 (m, 1H, -CH=CH-), 5.63-5.55 (m, 1H,
-CH=CH-), 4.31-4.08 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Hex), 3.75 —3.62 (m, 2x-CH(CHs),), 2.02
(dt~q, 2H, =CH-CH,-), 141 (m~sex, 2H, -CH,-CH;, Hex), 1.24-1.18 (4xs, 12H,
2x-CH(CHs),), 0.90 (t, 3H, -CHs, Hex) ppm.

2x *Jempp =7.1/7.8 Hz.
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 133.34 (-CH=CH.-), 127.12 (d, -CH=CH-), 76.07, 64.74
(2xd, -O-CHa-, TCE, Hex), 43.38, 43.25 (-CH(CHs),), 34.32 (=CH-CH>-), 24.61, 24.54, 24.46
(-CH(CHjs)»), 22.24 (-CH,-CHs, Hex), 13.68 (-CHs, Hex) ppm.

2x Hemp = 17.3/18.3, *Jep—cup = 7.1 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): 6 =151.7 ppm.

2-Cyanoethyl-farnesyl-/NV, N-di-iso-propylphosphoramidit (36)

Die Umsetzung erfolgt gemall AAV 4.
57 mg (0.81 mmol) 1H-Tetrazol, 0.11 ml (0.81 mmol) Di-iso-propylamin, 0.51 mg
(1.7 mmol) 2-Cyanoethyl-bis-N, N-di-iso-propylphosporamidit  (30), 0.38 ml
(1.6 mmol) Farnesol, 3 ml + 3 ml trockenes Dichlormethan,

sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat,

3:2).
C24H43N,0,P (422.59) ‘ OCE ;v\ %\ g\
Ausbeute: 0.17 mg (26 %) (PP 2 7 Z
gelbes Ol
berechnet: C68.21 H 10.26 N 6.63

gefunden: C 68.42 H 10.36 N 6.06

MALDI-TOF (nor-Harmarn, positive mode): m/z = 445.40 [M+Na]", 461.24 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): 8 = 5.38 (t, 1H, -O-CH,-CH=), 5.14-5.04 (m, 2H, 2x-CH=C-),
4.18-4.10 (m, 2H, -O-CH,-, Farn), 3.89-3.77 (m, 2H, -O-CH,-, CE), 3.66-3.56 (m, 2H,
-CH(CH;),), 2.64 (t, 2H, -CH»-CN), 2.13-1.95 (m, 8H, 4x-CH,-), 1.70-1.65 (m, 12H,
4x-CH3), 1.21, 1.20, 1.19, 1.18 (4xs, 12H, 2x-CH(CH3),) ppm.

2x *Jempp=7.1/7.8 Hz.

BC.NMR (100.62 MHz, CDCL): & = 124.33, 123.86, 123.62 (-CH=C-), 121.75 (d,
_O-CH,-CH=), 117.21 (-CN), 60.34 (d, -O-CH,-, Farn), 58.48 (d, -O-CH,-, CE), 43.12, 42.99
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(-CH(CHs),), 39.84, 39.72, 39.57, 39.53, 26.76, 26.61, 26.31 (-CH,-, Farn), 25.71 (-CHs,
Farn), 24.73, 24.65, 24.59, 24.52 (-CH(CHs),), 20.34 (d, -CH,-CN) ppm.

2x 2JCH2,P =18.3/ 188, 3JCH2,P = 7.1, 3JQH:C,P =7.6 Hz.
3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = 149.22 / 149.19 ppm.

2,2,2-Trichlorethyl-farnesyl-NV, V-di-iso-propylphosphoramidit (38)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 4.
81 mg (1.2 mmol) 1H-Tetrazol, 0.16 ml (1.2 mmol) Di-iso-propylamin, 1.0 g
(2.7 mmol) 2,2,2-Trichlorethyl-bis-N, N-di-iso-propylphosporamidit (32), 0.62 ml
(2.7mmol) Farnesol, 5 ml + 5 ml trockenes Dichlormethan,

sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Diethylether/Pentan, 1 : 1).

Ca3H4 CNO,P (500.92)

_ OTCE
Ausbeute: 0.50 mg (39 %) ('Pf)zNP<O/\/MW\

gelbes Ol
berechnet: C55.15 H 8.25 N 2.80
gefunden: C 54.87 H 791 N 2.85

MALDI-TOF (nor-Harmarn, positive mode): m/z = 522.77 [M+Na]", 538.47 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 5.38 (t, 1H, -O-CH,-CH=), 5.14-5.04 (m, 2H, 2x-CH=C-),
4.32-4.08 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Farn), 3.78-3.61 (m, 2H, -CH(CHs),), 2.13-1.95 (m, 8H,
4x-CH,-), 1.75-1.59 (m, 12H, 4x-CHj), 1.25-1.18 (m, 12H, 2x-CH(CH;),) ppm.

2x *Jemp=7.1/7.8 Hz.
PC-NMR (125.77 MHz, CDCl;): & = 124.66, 124.53, 123.87, 123.68 (-CH=C-), 121.84 (d,
-O-CH,-CH=), 76.10, 60.73 (2xd, -O-CH,-, TCE, Farn), 43.37, 43.27 (-CH(CH3),), 39.83,

39.73, 39.56, 27.03, 26.75, 26.61, 26.31 (-CH,-, Farn), 25.73, 25.70 (-CHs, Farn), 23.51,
23.38,23.07, 22.83 (-CH(CHs),) ppm.

96



6. Experimenteller Teil

2x “Tcrp=18.2/18.2, *Jey=cp = 7.3 Hz.
3'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): 8 =151.8/ 151.7 ppm.

2,2,2-Trichlorethyl-phytyl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit (41)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 4.
91 mg (1.3 mmol) 1H-Tetrazol, 0.18 ml (1.3 mmol) Di-iso-propylamin, 1.5 g
(3.0 mmol) 2,2,2-Trichlorethyl-bis-N, N-di-iso-propylphosporamidit (32), 1.1 ml
(3.0 mmol) Phytol, 5 ml + 5 ml trockenes Dichlormethan, sdulenchromatographische

Reinigung (Laufmittel: Diethylether/Pentan, 3 : 1).

C,3HssC1sNO,P (575.08)

i _OTCE
Ausbeute: 0.78 mg (45 %) (POIN=PL |~ A

farbloses Ol
berechnet: C 58.48 H9.64 N 2.44
gefunden: C58.10 H 9.59 N 2.50

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 598.23 [M+Na]", 614.48 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.38 (t, 1H, -O-CH,-CH=), 4.28-4.10 (m, 4H, -O-CH»-,
TCE, Phy), 3.70-3.63 (m, 2H, -CH(CH3),), 1.65 (t, 3H, =C-CH3), 1.55-1.48 (m, 1H, -CH-),
1.42-1.35 (m, 2H, 2x-CH-), 1.32-1.00 (m, 30H, 2x-CH(CH3),, 9x-CH>-), 0.89-0.82 (m, 12H,
4x-CH3) ppm.

2x°Jerop=7.1/7.8 Hz.

PC-NMR (125.77 MHz, CDCl3): § = 120.84 (d, -O-CH,-CH=), 76.10, 65.86 (2xd, -O-CH,-,
TCE, Phy), 43.37, 43.27 (-CH(CHs),), 39.86 (=C-CH,-), 39.39, 37.41, 37.31, 25.10, 24.81
(-CHa-), 32.79, 32.72, 27.99 (-CH-, Phy), 24.61, 24.55, 24.49 (-CH(CHs),), 22.63, 22.34,

19.94, 19.76, 19.69 (-CHs, Phy), ppm.

2x 2JCH2’P =182/ 183, 3JQH=CH,P = 8.4 Hz.
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3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): §=151.8/ 151.7 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-2-cyanoethyl-V, V-di-iso-
propylphosphoramidit (42)

1 1 .
06,107 werden zweimal

103 mg (0.300 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranose (10)
mit jeweils 3 ml trockenem Pyridin unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt.
Unter Argonatmosphdre wird der Riickstand in 10 ml trockenem Dichlormethan
aufgenommen. AnschlieBend werden 75.0 pl (0.440 mmol) N-Ethyl-di-iso-propylamin und
99.0 ul (0.440 mmol) Chlor-2-cyanoethyl-N, N-di-iso-propylamin vorsichtig zur Losung
getropft. Es wird 4 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe von 1 ml Methanol
wird die Reaktion abgebrochen. Zur Aufarbeitung wird mit Dichlormethan verdiinnt und
anschlieBend mit 5 %iger Natriumhydrogencarbonat-Losung und gesittigter Natriumchlorid-
Losung ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und

unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wird durch Saulenchromatographie an

Kieselgel gereinigt (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat + 1 % Triethylamin, 2 : 1).

C23H37N201 1P (54853)

OAc

Ausbeute: 107 mg (66 %) QA

. AcO B
farbloser Sirup AcO

*0'=_3.2°(c 0.5, CHCI 0P

[a]p™ =-3.2°(c 0.5, 3) SNCPr),
berechnet: C 50.36 H 6.80 NS5.11
gefunden: C50.10 H 6.69 N 5.03

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 571.77 [M+Na]", 587.35 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.39-5.33 (m, 2H, H-3, H-4), 5.23 (dd~t, 1H, H-2), 5.14
(dd~t, 1H, H-1), 4.28 (dd, 1H, H-6a), 4.19 (ddd, 1H, H-5), 4.10 (dd, 1H, H-6b), 3.93-3.80 (m,
2H, -O-CH,-,CE), 3.64-3.62 (m, 2H, 2x-CH(CHjs),), 2.67 (t, 2H, -CH,-CN), 2.17, 2.09, 2.06,

2.00 (4xs, 12H, 4x-CHj, Ac), 1.23, 1.21, 1.20, 1.19(4xs, 12H, 2x-CH(CHx),) ppm.

J1,2: 2.5, J2,3 = 3.1, J3’4 = 10.2, J4,5 = 10.2, J5,6a: 5.1, J5,6b: 2.6, J6a,6b = 12.2, 3JH—1,P = 5.1 Hz.
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCLy): & = 172.85, 170.62, 170.08, 169.72 (C=0), 117.23 (-CN),
92.73 (d, C-1), 72.83 (C-5), 69.16 (C-3), 68.99 (d, C-2), 66.05 (C-4), 62.54 (C-6), 58.89 (d,
-O-CH,-, CE), 43.81, 42.95 (-CH(CHs),), 24.64, 24.53, 24.47 (-CH(CHs),), 20.74, 20.38,
20.34 (-CH,-CN, -CHj, Ac), ppm.

ch_l,p = 15.4, ZJCHz’p = 15.6, 3Jc_z,p =7.1 Hz.

S'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = 141.9 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-allyl- NV, N-di-iso-propylphosphoramidit

43)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von 34.
116 mg (1.65 mmol) 1H-Tetrazol, 0.230 ml (1.65 mmol) Di-iso-propylamin, 1.28 ml
(4.00 mmol) Allyl-bis-N,N-di-iso-propylphosporamidit in 9 ml trockenem
Dichlormethan, 1.15 g (3.31 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranose
(10)'%'7 in 4 ml trockenem Dichlormethan, siulenchromatographische Reinigung

(Laufmittel: Toluol/Ethylacetat, 2 : 1).

Ca3H3sNO1 P (535.53)

OAc

Ausbeute: 1.50 g (84 %) QA

. AcO
farbloser Sirup AcO

20 . o p-OAl

[a]p™ =—2.5°(c 0.5, CHCls) “N(Pr),
berechnet: C51.59 H7.15 N 2.62
gefunden: C51.98 H7.18 N 2.62

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z= 558. 58 [M+Na]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 6.00-5.88 (m, 1H, -CH=CH,), 5.42-5.17 (m, 5H, H-2, H-3,
H-4, -CH=CH,), 5.04 (dd, 1H, H-1), 4.32-4.05 (m, 4H, H-6a, H-6b, -O-CH,-, All), 3.74-3.55
(m, 3H, H-5, 2x-CH(CHas),), 2.17, 2.09, 2.06, 1.99 (4xs, 12H, 4x-CH3, Ac), 1.23-1.14 (m,
12H, 2x-CH(CH3),) ppm.

Ji2=15,Tw1p=5.1 Hz.
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCLy): & = 170.67, 170.27, 170.06, 169.76, 169.66 (C=0), 135.14
(-CH=CH,), 115.49 (-CH=CH,), 93.53 (d, C-1), 72.61 (C-5), 69.16 (d, C-2), 69.08 (C-3),
66.17 (C-4), 64.86 (d,-O-CHa-, All), 62.54 (C-6), 43.65, 43.56 (-CH(CHs),), 24.58, 24.50,
24.38 (-CH(CHs),), 20.87, 20.78, 20.74, 20.61(-CHs, Ac), ppm.

ch_l,p = 163, ZJCHz’p = 15.6, 3Jc_z,p = 4.1, SJQH:CHz’P = 8.2 Hz.

3P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = 150.0 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranosyl)-2-cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-
phosphat (44)

156 mg (0.340 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranose (7) und 204 mg (0.680
mmol) 2-Cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit (33) werden in
4 ml trockenem Dichlormethan aufgenommen. Eine Losung von 48.0 mg (0.680 mmol)
1H-Tetrazol in 2 ml trockenem Acetonitril wird anschlieBend tropfenweise zugegeben. Der
Reaktionsansatz wird fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt bis die Umsetzung laut
diinnschichtchromatographischer Kontrolle vollstindig ist (Chloroform/Aceton, 3 : 1). Die
Losung wird dann auf 0 °C abgekiihlt und vorsichtig mit 2 ml tert-Butylhydroperoxid (80 %
in Di-fert-butylhydroperoxid) versetzt. Es wird fiir 1 Stunde bei 0 °C geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wird der Reaktionsansatz in 50 ml Wasser aufgenommen und
mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abgetrennt. Das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Laufmittel:

Chloroform/Aceton, 5 : 1).

OBt
C31HsoNO13P (675.71) OBt
Ausbeute: 204 mg (89 %) Btgto 0
gelber Sirup 0— ‘kg%/M
berechnet: C55.10 H 7.46 N 2.07
gefunden: C 53.80 H 7.63 N 2.87

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 698.28 [M+Na]", 714.40 [M+K]"
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 5.92-5.78 (m, 1H, -CH=CH-), 5.68-5.54 (m, 2H, H-1,
-CH=CH-), 5.45-5.32 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.63-4.55 (m, 2H, -O-CH,-, Hex), 4.34-4.14
(m, 5H, -O-CH,-, H-5, H-6a, H-6b), 2.79 (t, 2H, -CH,-CN), 2.42-2.18 (m, 8H, 4x-CO-CH,-),
2.07 (dt~q, 2H, =CH-CH;-), 1.73-1.54 (m, 8H, 4x-CH,-CHj;, Bt), 1.42 (m~sex, 2H,
-CH,-CH3, Hex), 1.03-0.87 (m, 15H, 5x-CH3, Bt, Hex) ppm

J34=9.7,145=9.2, Jy.1p="7.1Hz

BC-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 173.07, 172.36, 172.18, 172.08 (C=0), 138.33
(-CH=CH-), 123.56 (d, -CH=CH-),116.19 (-CN), 95.48 (d, C-1), 70.68 (C-5), 69.61 (d,
-O-CH;-, Hex), 68.46 (d, C-2), 68.18 (C-3), 64.72 (C-4), 62.11 (d, -OCH>-, CE), 61.59 (C-6),
35.96, 3591, 35.81 (-CO-CH,-), 34.17 (=CH-CH-), 21.91 (-CH,-CH3, Hex), 19.61
(-CH»-CN), 18.41, 18.31, 18.26, 18.09 (-CH,-CH3, Bt), 13.69, 13.65, 13.58, 13.55 (-CHs, Bt,
Hex) ppm.

2Jc-1,p = 5.1, 2x 2JCH2,p =6.1 / 5.1, 3Jc-2,p = 10.1, 3JQH:CH,p =6.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 95.03 (dd, C-1) ppm.

JeLm = 179.2 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § =—2.60 / — 2.19 ppm.

Allyl-(2,3,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-frans-2-hexen-1-yl-phosphat (45)
Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 2.
237 mg (0.510 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranose (7), 371 mg
(1.29 mmol) Allyl-trans-2-hexen-1-yl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit (34), 180 mg
(2.55 mmol) 1H-Tetrazol, 271 mg (1.57 mmol) 3-Chlorperbenzoesiure, 4 ml + 6 ml
trockenes Dichlormethan, Reaktionsdauer: 3.5 Stunden bei Raumtemperatur und
1.5 Stunden bei 0 °C, zweimalige sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).

101



6. Experimenteller Teil

C;31Hs1043P (662.71) OBt
Ausbeute: 223 mg (66 %) O/Bé
BtO
farbloser Sirup BtO 0
|_OAll
berechnet: C 56.18 H7.76 o= P o ™

gefunden: C 56.09 H 7.81

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 685.24 [M+Na]+, 701.20 [MJrK]+

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 6.01-5.90 (m, 1H, -CH=CH,), 5.88-5.79 (m, IH,
-CH=CH-), 5.65-5.57 (m, 2H, H-1, -CH=CH-), 5.44-5.34 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, -CH=CH,),
5.29 (ddd, 1H, -CH=CH,), 4.64-4.52 (m, 4H, -O-CH,-, All, Hex), 4.25 (dd, 1H, H-6a), 4.22-
4.17 (m, 1H, H-5), 4.13 (dd, 1H, H-6b), 2.42-2.17 (m, 8H, 4x-CO-CH,-), 2.05 (dt~q, 2H,
=CH-CH»-), 1.75-1.53 (m, 8H, 4x-CH,-CH3, Bt), 1.42 (m~sex, 2H, -CH,-CHj3, Hex), 1.02-
0.87 (m, 15H, 5x-CHj3, Bt, Hex) ppm

J1’2: 1.8, J2,3 = 3.8, J4,5 = 10.2, J5,6a: 6.1, J5,6b: 2.8, J6a,6b: 12.2, 3JH-1,P =6.9 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCl3): 6 = 173.11, 172.29, 172.14, 172.08 (C=0), 137.56
(-CH=CH-), 132.16 (d, -CH=CH,), 123.97 (d, -CH=CH-), 118.72 (-CH=CH,), 95.11 (d, C-1),
70.47 (C-5), 69.20, 69.01 (2xd, -O-CH,-, All, Hex), 68.66 (d, C-2), 68.29 (C-3), 64.96 (C-4),
61.62 (C-6), 35.97, 35.93, 35.85 (-CO-CH,-), 34.18 (=CH-CH,-), 21.95 (-CH,-CH3;, Hex),
18.44, 18.31, 18.26, 18.11 (-CH,-CH3, Bt), 13.69, 13.64, 13.58, 13.56 (-CH3, Bt, Hex) ppm.
ZJC_LP = 51, 2x 2JCH2,p =5.1 / 61, 3Jc-2,13 = 112, 3JQH:CH2,P = 81, SJQH:CH,P = 8.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 95.71 (dd, C-1) ppm.

2JC—1,H—1 =179.0 Hz.

S'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): § =—2.51 / — 2.49 ppm.
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(2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranosyl)-2,2,2-trichlorethyl-frans-2-hexen-1-yl-

phosphat (46a) und (2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-B-D-mannopyranosyl)-2,2,2-trichlorethyl-

trans-2-hexen-1-yl-phosphat (463)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von 44.
129 mg (0.280 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o.-D-mannopyranose 7, 212 mg
(0.560 mmol) 2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphor-
amidit (35), 4 ml trockenes Dichlormethan, 39.0 mg (0.560 mmol) 1H-Tetrazol in
2 ml trockenem Acetonitril, Rithren bei Raumtemperatur 2.5 Stunden; 1.5 ml fert-
Butylhydroperoxid (80 % in Di-tert-butylhydroperoxid), Riithren bei 0 °C fiir
20 Minuten, zweimalige sdulenchromatographische = Reinigung (Laufmittel:

Chloroform/Aceton, 7 : 1).

C30H4sCl30,3P (754.04)
Gesamtausbeute: 136 mg (64 %)

o-Diastereomer:

OBt
Ausbeute: 75.6 mg (36 %) OB
BtO
gelber Sirup BtO 0]
| _OTCE
berechnet: C47.79 H 6.42 0= VY N

gefunden: C43.51 H6.22
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 777.32 [M+Na]", 793.28 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 5.93-5.83 (m, 1H, -CH=CH-), 5.71 (dd, 1H, H-1), 5.67-5.60
(m, 1H, -CH=CH-), 5.46-5.36 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.68-4.54 (m, 4H, -O-CH,-, TCE,
Hex), 4.30-4.13 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.48-2.18 (m, 8H, 4x-CO-CH;-), 2.05 (dt~q, 2H,
=CH-CH,-), 1.75-1.53 (m, 8H, 4x-CH,-CHj3, Bt), 1.43 (m~sex, 2H, -CH,-CHj3;, Hex), 1.02-
0.88 (m, 15H, 5x-CHj3, Bt, Hex) ppm

J1’2: 15, 3JH_1,p = 6.1 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 173.08, 172.31, 172.07 (C=0), 138.30 (d, -CH=CH-),
124.02 (d, -CH=CH-), 95.63 (d, C-1), 75.99 (d, -O-CHx-*), 70.76 (C-5), 70.07 (d, -O-CH-*),
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68.45 (d, C-2), 68.11 (C-3), 64.77 (C-4), 61.56 (C-6), 35.96, 35.90, 35.82 (-CO-CH,-), 34.19
(=CH-CH,-), 21.90 (-CH,-CHs, Hex), 18.43, 18.30, 18.26, 18.10 (-CH,-CHs, Bt), 13.67,
13.65, 13.58 (-CHs, Bt, Hex) ppm.

* keine genaue Zuordnung moglich

Jear=06.1,2x Tcmp=4.1/5.1,Tcap =122, *Jep-cup = 6.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 96.10 (dd, C-1) ppm.

2JC-1,H-1 = 185.3 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § = —3.28 / - 3.57 ppm.

B-Diastereomer: OBt
OBt 0
Ausbeute: 59.9 mg (28 %) Bto/%OP/OTCE
. BIO SO NN
gelber Sirup

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 77.65 [M+Na]", 793.46 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 5.92-5.77 (m, 1H, -CH=CH-), 5.69-5.58 (m, IH,
-CH=CH-), 5.56 (dd~t, 1H, H-2), 5.51 (dd~t, 1H, H-1), 5.31 (dd~t, 1H, H-4), 5.15-5.09 (m,
1H, H-3), 4.68-4.45 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Hex), 4.33-4.13 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.88-3.77
(m, 1H, H-5), 2.46-2.17 (m, 8H, 4x-CO-CH,-), 2.05 (dt~q, 2H, =CH-CH>-), 1.74-1.53 (m,
8H, 4x-CH,-CH3s, Bt), 1.42 (m~sex, 2H, -CH»-CH3, Hex), 1.03-0.87 (m, 15H, 5x-CHs, Bt,
Hex) ppm.

123=3.6,134=10.2, J45=10.2, J5 0= 2.0, *Jyi.. p = 7.7 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 173.07, 172.53, 172.27, 172.13 (C=0), 137.94 (d,
-CH=CH-), 123.59 (d, -CH=CH-), 94.33 (d, C-1), 73.33 (C-5), 70.14 (C-3), 69.96-69.90 (2xd,
-O-CH,-, TCE, Hex), 68.08 (d, C-2), 64.94 (C-4), 61.79 (C-6), 36.00-35.75 (-CO-CH,-),
3421 (=CH-CH,-), 21.92 (-CH,-CH3, Hex), 18.52, 18.31, 18.26, 18.10 (-CH,-CHj, Bt),
13.69, 13.65, 13.58, 13.56 (-CH3, Bt, Hex) ppm.
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Jear=5.1,2xTcmp=6.1/6.1,Tcap =92, *Jen-cup = 7.1 Hz.
BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 94.82 (dd, C-1) ppm.
*Jepm1 = 155.0 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § =—3.53 /- 3.13 ppm.

2-Cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl)-

phosphat (47)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 2.
78 mg (0.15 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranose (8), 0.10 mg
(0.33 mmol) 2-Cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit (33),
53 mg (0.76 mmol) 1H-Tetrazol, 0.13 mg (0.75 mmol) 3-Chlorperbenzoesiure, 2 ml +
2 ml trockenes Dichlormethan, Reaktionsdauer: 3 Stunden bei Raumtemperatur und
2 Stunden bei 0 °C, sadulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrol-
ether(50/70)/Ethylacetat, 2 : 1).

C3sHsgNO 3P (731.82)

Ausbeute: 87 mg (79 %)

weiller Sirup

berechnet: C57.44 H 7.99 N 1.91
gefunden: C57.45 H 7.88 N 2.07

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 754.52 [M+Na]", 770.45 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): & = 5.92-5.83 (m, 1H, -CH=CH-), 5.69-5.56 (m, 3H, H-1, H-4,
-CH=CH-), 5.41-5.33 (m, 2H, H-2, H-3), 4.64-4.57 (m, 2H, -O-CH,-, Hex), 4.35-4.10 (m, 5H,
H-5, H-6a, H-6b, -O-CH,-, CE), 2.81 (t, 2H, -CH,-CN), 2.07 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.43
(m~sex, 2H, -CH,-CH3), 1.27, 1.24, 1.17, 1.12 (4xs, 36H, 4x-C(CHs)3), 0.91 (t, 3H, -CHs)
ppm.

J12=15,134=10.2,145=10.2, *Jiy.; p = 6.6 Hz.
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BC-NMR (100.62 MHz, CDCLy): & = 176.83, 167.77, 176.73, 176.65 (C=0), 138.11
(-CH=CH-), 123.45 (d, -CH=CH-), 95.76 (d, C-1), 71.69 (C-5), 70.90 (d, -O-CHa-, Hex),
69.69 (d, C-2), 68.75 (C-3), 64.12 (C-4), 62.23 (d, -O-CH,-, CE), 61.17 (C-6), 38.92, 38.83
(Cq -C(CH3)s), 34.18 (=CH-CH,-), 27.13, 27.09 (-C(CHs);), 21.91 (-CH,-CHj;), 29.65
(-CH,.CN), 13.65 (-CH;) ppm.

Jear=5.1,2xTemp="7.1/7.1,Tcap=8.1, *Jen=cup = 8.1 Hz.
BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § =95.17 (dd, C-1) ppm.
*Jem1 = 178.0 Hz.

*'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § =—2.92 /- 3.07 ppm.

Allyl-trans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (48)
Die Umsetzung erfolgt gemill AAV 2.
184 mg (0.360 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranose (8), 270 mg
(0.940 mmol) Allyl-trans-2-hexenyl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit (34), 126 mg
(1.80 mmol) 1H-Tetrazol, 186 mg (1.08 mmol) 3-Chlorperbenzoesiure, 3 ml + 5 ml
trockenes  Dichlormethan, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 2 : 1).

Ci5Hs0013P (718.82)
Ausbeute: 229 mg (90 %)

farbloser Sirup

0
| _OAll
berechnet:  C 58.48 H 8.27 S SN

gefunden: C 58.09 H 8.24
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 741.14 [M+Na]", 757.11 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 6.02-5.91 (m, 1H, -CH=CH,), 5.89-5.80 (m, 1H,
-CH=CH-), 5.67-5.62 (m, 1H, -CH=CH-), 5.61 (dd, H-1), 5.57 (dd~t, 1H, H-4), 5.43-5.37 (m,
2H, H-3, -CH=CH>), 5.35 (dd~t, 1H, H-2), 5.29 (ddd~ddt, 1H, -CH=CHb,), 4.63-4.53 (m, 4H,
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-O-CHa-, All, Hex), 4.27-4.08 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.05 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.42
(m~sex, 2H, -CH,-CH;), 1.27, 1.24, 1.16, 1.12 (4xs, 36H, 4x-C(CHs);), 0.91(t, 3H, -CHs)
ppm

J1,2= 1.5, J2>3 = 3.1, J3’4= 10.2, J4,5= 10.2, 3JH_1,p = 61 HZ.

BC-NMR (100.62 MHz, CDClLy): & = 178.04, 177.12, 176.67, 176.46 (C=0), 137.59
(-CH=CH-), 132.10 (d, -CH=CH>), 123.90 (d, -CH=CH-), 118.99 (-CH=CH}), 95.37 (d, C-1),
70.60 (C-5), 69.05 (d, -O-CH,-*), 68.76 (C-3), 68.71-68.56 (2xd, -O-CH,-*, C-2), 64.33
(C-4), 61.29 (C-6), 38.92, 38.81, 38.78 (Cy, -C(CH3)3), 34.18 (=CH-CH,-), 27.11, 27.08
(-C(CHs)3), 21.94 (-CH,-CHj), 13.64( -CH3) ppm.

* keine genaue Zuordnung moglich

2Jc-1,p = 5.1, 2x 2JCH2,p =5.1 / 5.1, 3Jc-2,p = 11.2, 3JQH:CH2’p = 7.1, 3JQH:CH,p =7.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 95.93 (dd, C-1) ppm.

*JeLm = 179.0 Hz.

3'PNMR (101.26 MHz, CDCl3): § = —2.23 / — 2.29 ppm.

2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-pivaloyl-o.-D-mannopyranosyl)-

phosphat (49)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 2.
240 mg (0.460 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o.-D-mannopyranose (8), 380 mg
(1.00 mmol) 2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit
(35), 161 mg (2.30 mmol) 1H-Tetrazol, 400 mg (2.30 mmol) 3-Chlorperbenzoesiure,
4ml + 4 ml trockenes Dichlormethan, sdulenchromatographische Reinigung

(Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 3 : 1).
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CasHseCLO P (810.14) oPiv.

Ausbeute: 170 mg (46 %) - o

farbloser Sirup PivO (H)/ OTCE

berechnet:  C 50.41 H 6.97 R TN

gefunden: C49.32 H 7.02
MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 833.63 [M+Na]", 849.59 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 5.93-5.84 (m, 1H, -CH=CH-), 5.70-5.65 (m, 1H,
-CH=CH-), 5.63-5.55 (m, H-1, H-4), 5.44-534 (m, 2H, H-2, H-3), 4.71-4.47 (m, 4H,
-O-CH,-, TCE, Hex), 4.30-4.41 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.06 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.42
(m~sex, 2H, -CH,-CH3), 1.27, 1.24, 1.16, 1.12 (4xs, 36H, 4x-C(CHs);), 0.91(t, 3H, -CHs)
ppm.

J1,2: 1.5, J4,5 = 10.2, 3JH—1,P = 6.1 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 172.35, 172.25, 171.18, 171.07 (C=0), 138.26
(-CH=CH-), 123.61 (d, -CH=CH-), 95.78 (d, C-1), 74.72 (C-5), 70.72 (C-3), 69.95, 69.59
(2xd, -O-CH,-, TCE, Hex), 68.71 (d, C-2), 64.29 (C-4), 61.19 (C-6), 38.92, 38.82, 38.79 (C,,
-C(CH3)3), 34.19(=CH-CH,-), 27.13 27.09, 27.06 (-C(CH3)3), 21.90 (-CH,-CH3), 13.65
(-CHs) ppm.

Jeap=6.1,2x Tcmp=75.1/5.1,Tcap=10.2, *Jep=cup = 5.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 96.39 (dd, C-1) ppm.

2JC-1,H-1 =177.0 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § = —3.24 / — 3.22 ppm.
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2-Cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-manno-

pyranosyl)-phosphat (50)

Die Umsetzung erfolgt gemdll AAV 2.
64 mg (0.12 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-o.-D-mannopyranose (9),
81 mg (0.27 mmol) 2-Cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-N,N-di-iso-propylphosphor-
amidit (33), 42 mg (0.60 mmol) 1H-Tetrazol, 0.10 mg (0.60 mmol)
3-Chlorperbenzoesdure, 2 ml + 2 ml trockenes Dichlormethan, zweimalige
sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat,
1:1).

C31HsoNOy7P (739.71)
Gesamtausbeute: 49 mg (55 %)

1.Diastereomer: 0CO0—_
0CO0—_
Ausbeute: 30 mg (33 %) _00co -0
weiller Schaum 00CO Q ocE
0—P_
[o]p? =+ 12.1° (¢ 1.0, CHCLy) 0 T T

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 762.25 [M+Na]", 778.21 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 5.92-5.83 (m, 1H, -CH=CH-), 5.78 (dd, 1H, H-1), 5.68-5.59
(m, 1H, -CH=CH-), 5.29 (dd~t, 1H, H-2), 5.17 (dd, 1H, H-3), 5.10 (dd~t, 1H, H-4), 4.93-4.81
(m, 4H, 4x-CH(CHs),), 4.60 (dt, 2H, -O-CHa-, Hex), 4.40-4.20 (m, SH, H-5, H-6a, H-6b,
-O-CH,-, CE), 2.82 (t, 2H, -CH,-CN), 2.07 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.43 (m~q, 2H,
-CH»-CH3), 1.35-1.24 (m, 24H, 4x-CH(CHs),), 0.91 (t, 3H, -CH;) ppm.

J1’2: 1.8, J2,3 = 2.8, J3,4 = 10.2, J4,5 = 9.7, 3JH.1,P = 6.6 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCLy): § = 154.76, 154.12, 153.52, 153.47 (C=0), 138.27
(-CH=CH-), 123.51 (d, -CH=CH-), 11632 (-CN), 96.00 (d, C-1), 73.47, 73.23,
72.96(-CH(CHj),), 71.58 (C-3), 71.37 (d, C-2), 70.46 (C-5), 69.84 (d, -O-CH,-, Hex), 69.13
(C-4), 65.82 (C-6), 62.16 (d, -O-CH-, CE), 34.16 (=CH-CH,-), 21.91-21.61 (-CH,-CHj,
-CH(CHj3),), 20.00 (-CH,-CN), 13.65 (-CH3) ppm.
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Jeap=06.1,2x Temp=75.1/5.1,Tcop=11.2 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 95.51 (dd, C-1) ppm.

2JC-1,H-1 =178.0 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): & = — 2.66 ppm.

2. Diastereomer: 0C00—"
0CO0—_
Ausbeute: 20 mg (22 %) _0
>-00C0
weiler Schaum 00CO
20 OO SN
[a]p™ =+20.5° (c 0.5, CHCIy) “OCE
berechnet: C50.34 H 6.81 N 1.89
gefunden: C 50.87 H 6.87 N 2.03

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 762.24 [M+Na]", 778.20 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 5.92-5.82 (m, 1H, -CH=CH-), 5.73 (dd, 1H, H-1), 5.67-5.58
(m, 1H, -CH=CH-), 5.29 (dd~t, 1H, H-2), 5.19-5.08 (m, 2H, H-3, H-4), 4.94-4.82 (m, 4H,
4x-CH(CHs),), 4.63-4.57 (m, 2H, -O-CH,-, Hex), 4.36-4.20 (m, 5H, H-5, H-6a, H-6b,
-O-CH,-, CE), 2.81 (t, 2H, -CH,-CN), 2.09-2.02 (m, 2H, =CH-CH,-), 1.42 (m, 2H,
-CH,-CH3), 1.34 (m, 24H, 4x-CH(CHs),), 0.91 (t, 3H, -CH;) ppm.

J1,2= 1.8, J2,3 = 2.3, J3,4 = 99, J4,5 = 10.2, 3J]-[_l,p = 6.6 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCLy): § = 153.45 (C=0), 138.16 (-CH=CH-), 123.60 (d,
-CH=CH-), 116.20 (-CN), 95.04 (d, C-1), 73.47, 73.18, 72.97, 72.48 (-CH(CHs),), 71.58
(C-3), 71.41 (d, C-2), 70.49 (C-5), 69.78 (d, -O-CH,-, Hex), 69.04 (C-4), 65.48 (C-6), 62.22
(d, -O-CH,-, CE), 34.18 (=CH-CH,-), 21.91 (-CH,-CH3), 21.76-21.58 (-CH(CH3),), 20.00

(-CH,-CN), 13.64 (-CH3) ppm.

Jeap=06.1,2x Tempp="7.1/7.1,Tcap=12.2 Hz.
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BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): & = 95.62 (dd, C-1) ppm.

*Je.Lm = 181.1 Hz.

3'PNMR (202.46 MHz, CDCl3): § = — 3.42 ppm.

Allyl-trans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl)-

phosphat (51)

Die Umsetzung erfolgt gemifl AAV 2.
135 mg (0.260 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-oi-D-mannopyranose (9),
178 mg (0.620 mmol) Allyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphoramidit
(34), 920 mg (1.30 mmol) 1H-Tetrazol, 130 mg (0.750 mmol)
3-Chlorperbenzoesdure, 3 ml + 4 ml trockenes Dichlormethan, zweimalige
sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat,
3:1).

C3;Hs;047P (726.71)

0CO0
Ausbeute: 134 mg (71 %) OC80<
elber Sirup } 00co -
i _ >—00co 7(\?/OA11
erechnet:  C51.24 H 7.07 S O & S
gefunden: C 50.59 H7.12

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 749.31 [M+Na]", 765.27 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 6.00-5.90 (m, 1H, -CH=CH,), 5.88-5.79 (m, 1H,
-CH=CH-), 5.75 (dd~dt, 1H, H-1), 5.66-5.56 (m, 1H, -CH=CH-), 5.39 (ddd, 1H, -CH=CH,),
5.32-524 (m, 2H, -CH=CH,, H-2), 5.20-5.11 (m, 2H, H-3, H-4), 4.92-4.81 (m, 4H,
4x-CH(CHs),), 4.63-4.51 (m, 4H, -O-CHa-, All, Hex), 4.34 (dd, 1H, H-6a), 4.25-4.19 (m, 2H,
H-5, H-6b), 2.05 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.42 (m~sex, 2H, -CH,-CHs), 1.34-1.25 (m, 24H,
4x-CH(CHa),), 0.91 (t, 3H, -CHs) ppm.

J1’2: 1.8, J2,3 = 3.8, J4,5 = 10.2, J5,6a: 6.1, J5,6b: 2.8, J6a,6b: 12.2, 3JH_1,p =6.9 Hz.
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BC-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 154.30, 153.58, 153.45, 153.31 (C=0), 137.15
(-CH=CH-), 132.11 (d, -CH=CH,), 124.07 (d, -CH=CH-), 118.61 (-CH=CH>,), 94.67 (d, C-1),
73.32, 73.07, 72.82, 72.33 (-CH(CHs),), 71.73 (C-3), 71.57 (d, C-2), 70.21 (C-5), 69.20
(C-4), 69.09, 68.76 (2xd, -O-CH,-, All, Hex), 65.41 (C-6), 34.19 (=CH-CH,-), 21.95
(-CH,-CHs), 21.77-21.43 (-CH(CHs)»), 13.65, 13.62, 13.50 (-CHs) ppm.

Jear=5.1,2xTcmp=6.1/5.1,Tcap =102, *Jep=cop = 7.1, *Jen=cup = 7.1 Hz.
BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 94.06 (dd, C-1) ppm.

e = 179.0 Hz.

*'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): §=— 1.83 /- 1.92 ppm.

2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-manno-

pyranosyl)-phosphat (52c)) und 2,2,2-Trichlorethyl-frans-2-hexen-1-yl-(2,3,4,6-tetra-O-

iso-propylcarbonat-f-D-mannopyranosyl)-phosphat (52f3)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von 44.
126 mg (0.280 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-o.-D-mannopyranose (9),
119 mg (0480 mmol)  2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-
propylphosphoramidit (35), 4 ml trockenes Dichlormethan, 34.0 mg (0.480 mmol)
1H-Tetrazol in 2 ml trockenem Acetonitril, Riithren bei Raumtemperatur 3 Stunden;
2.00 ml tert-Butylhydroperoxid (80 % in Di-tert-butylhydroperoxid), Riihren bei 0 °C
fir 30 Minuten, zweimalige sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Chloroform/Aceton, 7 :1).

C30HysC1;017P (818.03)
Gesamtausbeute: 112 mg (57 %)

a-Diastereomer:
0CO00—_
Ausbeute: 52.9 mg (27 %) 0CO0—_
ber S 000
elber Siru
g p >—00C0 D orce
berechnet:  C 44.05 H 5.91 N S A

gefunden: C44.70 H6.17
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MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 841.29 [M+Na]", 857.26 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 5.92-5-75 (m, 1H, -CH=CH-), 5.83 (dd, 1H, H-1), 5.69-5.56
(m, 1H, -CH=CH-), 5.31 (dd~t, 1H, H-2), 5.20-5.10 (m, 2H, H-3, H-4), 4.92-4.81 (m, 4H,
4x-CH(CHs),), 4.70-4.60 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Hex), 4.37-4.22 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b),
2.05 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.42 (m~sex, 2H, -CH,-CHj3, Hex), 1.35-1.25 (m, 24H,
4x-CH(CHs)»), 0.91 (t, 3H, -CHs) ppm.

J1’2 = 2.0, J2’3 = 5.1, J3,4 = 9.7, J4,5: 9.7, 3JH.1,p =6.1 Hz.

PC-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 154.26, 153.51, 153.41, 153.30 (C=0), 138.22
(-CH=CH-), 123.48 (d, -CH=CH-), 95.05 (d, C-1), 77.15 (d, -OCH,-*), 73.45, 73.20, 72.94,
72.50 (-CH(CHjs),), 71.58 (C-3, C-4*), 71.33 (d, C-2), 70.41 (C-5), 70.01 (d, -OCH,-*), 69.02
(C-4), 65.46 (C-6), 34.17 (=CH-CH,-), 25.76 (-CH,-CH3), 21.90-21.61 (-CH(CHs),), 13.66
(-CH3) ppm.

* keine genaue Zuordnung moglich

Jear=5.1,2xTcmp=6.1/6.1,Tcop =122, *Jep-cup = 7.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 94.60 (dd, C-1) ppm.

2JC-1,H-1 =174.4 Hz.

*'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § =—3.02 /- 3.57 ppm.

-Diastereomer: 0CO0
P OCO&
Ausbeute: 59.0 mg (30 %) N—00c0 -0 ? orce
. N S N
gelber Sirup 00Co 0

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 839.10 [M+Na]", 855.09 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 5.91-5-77 (m, 1H, -CH=CH-), 5.69-5.56 (m, 1H,
-CH=CH-), 5.52 (dd~t, 1H, H-1), 5.47 (dd, 1H, H-3), 5.07 (dd~t, 1H, H-4), 4.95-4.80 (m, 5H,
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H-2, 4x-CH(CHs),), 4.69-4.53 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Hex), 4.36-4.22 (m, 2H, H-6a, H-6b),
3.90-3.83 (m, 1H, H-5), 2.04 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 1.42 (m~sex, 2H, -CH,-CHj, Hex), 1.35-
1.23 (m, 24H, 4x-CH(CHs),), 0.91 (t, 3H, -CHs) ppm.

J1,2 = 1.5, J2,3 = 3.1, J3,4 = 9.2, J4,5 = 9.7, 3JH-1,P = 6.6 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCly): § = 154.26, 154.00, 153.41, 153.26 (C=0), 137.87
(-CH=CH-), 123.65 (d, -CH=CH-), 94.02 (d, C-1), 77.15 (d, -O-CH,-*), 73.45 (C-3%), 73.34,
73.31, 73.25, 73.20 (-CH(CH3),), 73.14 (C-5%), 71.59 (d, C-2), 68.98 (d, -OCH,-*), 69.04
(C-4), 65.44 (C-6), 34.21 (=CH-CH,-), 21.90 (-CH,-CH3), 21.77-21.61 (-CH(CHs),), 13.66
(-CHs) ppm.

* keine genaue Zuordnung moglich

2Jc-1,p = 6.1, 2x 2JCH2,p =6.1 / 6.1, 3JQH=CH,P =6.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): & = 93.17 (dd, C-1) ppm.

*JeLm = 165.9 Hz.

3'PNMR (202.46 MHz, CDCl3): § =—2.99 / — 3.67 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-0O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-2-cyanoethyl-trans-2-hexen-1-yl-phosphat
(33)

95 mg (0.17 mmol) (2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-2-cyanoethyl-N, N-di-iso-
propylphosphoramidit (42) und 20 pl (0.17 mmol) trans-2-Hexen-1-ol werden in 4 ml
trockenem Dichlormethan aufgenommen. Eine Losung von 14 mg (0.20 mmol) 1H-Tetrazol
in 2 ml trockenem Acetonitril wird anschlieBend tropfenweise zugegeben. Der
Reaktionsansatz wird fiir 3.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt bis die Umsetzung laut
DC-Kontrolle vollstdndig ist (Chloroform/Aceton, 3 : 1). Die Lésung wird dann auf 0 °C
abgekiihlt und vorsichtig mit 2.5 ml tert-Butylhydroperoxid (70 % in H,O) versetzt. Es wird
fiir 20 Minuten bei 0 °C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird der Reaktionsansatz in
60 ml Wasser aufgenommen und mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die organische

Phase wird tiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
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Druck abgetrennt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt (Laufmittel: Toluol/Ethylacetat, 1 : 4).

C23H34NO 5P (563.50) OAc
OA.
Ausbeute: 52 mg (53 %) "0
AcO
gelber Sirup AcO (\E/OCE
berechnet:  C 49.02 H 6.08 N 2.49 R N
gefunden: C49.03 H 6.39 N 2.42

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 586.48 [M+Na]", 602.41 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 5.91-5.79 (m, 1H, -CH=CH-), 5.69-5.57 (m, 2H, H-1,
-CH=CH-), 5.40-5.30 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.63-4.57 (m, 2H, -O-CH,-, Hex), 4.34-4.12
(m, 5H, H-5, H-6a, H-6b, -O-CH,-, CE), 2.83-2.76 (m, 2H, -CH,-CN), 2.17 (s, 3H, -CH3, Ac),
2.10 (dt~q, 2H, =CH-CH,-), 2.07, 2.06, 2.01 (3xs, 9H, 3x-CH3, Ac), 1.42 (m~sex, 2H,
-CH,-CH3, Hex), 0.91 (t, 3H, -CH3, Hex) ppm.

J1,2: 1.5, 3JH-1,p = 6.6 Hz.

PC-NMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 169.82, 169.75, 169.67, 169.62 (C=0), 138.17
(-CH=CH-), 123.55 (d, -CH=CH-), 94.83 (d, C-1), 70.71 (-O-CH,-, Hex), 70.54 (C-5), 68.34
(d, C-2), 68.22 (C-3), 65.36 (C-4), 62.24 (d, -O-CH,-, TCE), 62.07 (C-6), 34.16 (=CH-CH,-),
22.47-21.91 (-CH,-CH3, Hex), 20.72-20.60 (-CHs, Ac), 13.64 (-CHs, Hex) ppm.
Jear=06.1,2x Tcmp=4.9/73, Tcap =10.9, *Jep-cup = 6.1 Hz.

PC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 95.78 (dd, C-1) ppm.

e = 184.1 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl;): § = —2.64 / — 2.43 ppm.
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Allyl-(2,3.,4,6-tetra-0O-acetyl-o.-D-mannopyranosyl)-trans-2-hexen-1-yl-phosphat (54)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von 53.
427 mg (0.280 mmol) (2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-allyl-N, N-di-iso-
propylphosphoramidit (43), 60.0 pl (0.500 mmol) trans-2-Hexen-1-o0l, 5 ml trockenes
Dichlormethan, 58.0 mg (0.82 mmol) 1H-Tetrazol in 3 ml trockenem Acetonitril,
Rithren bei Raumtemperatur iiber Nacht; 3.4 ml tert-Butylhydroperoxid (70 % in
H,0), Riihren bei 0 °C fiir 20 Minuten, zweimalige sdulenchromatographische

Reinigung (Laufmittel: Chloroform/Aceton, 5 : 1).

C23H;5013P (550.50)

OAc
Ausbeute: 100 mg (23 %) 048
Iber S; AcO
gelber Sirup AcO (‘?/OAH
berechnet: C50.18 H 6.41 O*P\o/\/N\

gefunden: C 48.81 H 6.79

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 573.67 [M+Na]", 589.56 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 6.00-5.87 (m, 1H, -CH=CH,), 5.84-5.75 (m, I1H,
-CH=CH-), 5.63-5.55 (m, 1H, -CH=CH-), 5.52 (dd~t, 1H, H-2), 5.48 (dd, 1H, H-1), 5.40-5.32
(m, 1H, -CH=CH,), 5.29-5.22 (m, 2H, H-4, -CH=CH>), 5.09 (dd, 1H, H-3), 4.62-4.45 (m, 4H,
-O-CH,-, All, Hex), 4.28 (dd, 1H, H-6a), 4.12 (dd, 1H, H-6b), 3.79 (ddd, 1H, H-5), 2.17 (s,
3H, -CH;, Ac), 2.08 (dt~q, 2H, =CH-CH»-), 2.06, 2.00, 1.99 (3xs, 9H, 3x-CH;, Ac), 1.42
(m~sex, 2H, -CH,-CH3, Hex), 0.91 (t, 3H, -CHj3, Hex) ppm.

Jl’zz 1.5, J2,3 = 2.5, J3,4 = 9.7, J4,5 = 10.2, Js,sa = 6.1, J5,6b = 2.8, J6a,6b = 12.2, SJH_LP = 6.6 Hz.

PC-NMR (125.77 MHz, CDCl3): & = 169.98, 169.94, 169.60, 168.48 (C=0), 139.47
(-CH=CH-), 132.29 (d, -CH=CH>), 123.81 (d, -CH=CH-), 118.45 (-CH=CH,), 94.05 (d, C-1),
70.46 (C-5), 68.74 (C-3), 68.58 (d, C-2), 68.59, 68.51 (2xd, -O-CH,-, TCE, Hex), 65.49
(C-4), 62.27 (C-6), 34.17 (=CH-CH,-), 21.16 (-CH,-CH3, Hex), 20.97-20.15 (-CH3, Ac),
13.63 (-CH3, Hex) ppm.

2JC-1,P = 7.3, 2x ZJCHQ,P =48/ 6.1, 3](3-2,13 = 12.1, 3JQH=CH2,P = 7.3, 3JQH=CH,P =7.3 Hz.
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BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 95.22 (dd, C-1) ppm.
*JeLm = 177.0 Hz.
S'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = — 1.99/— 1.48 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranosyl)-2,2,2-trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-

phosphat (55)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von 44.
124 mg (0.360 mmol) 2.3.4,6-Tetra-O-acetyl-o-D-mannopyranose (10),'°*'"” 249 mg
(0.660 mmol) 2,2,2-Trichlorethyl-trans-2-hexen-1-yl-N, N-di-iso-propylphosphor-
amidit (35), 4 ml trockenes Dichlormethan, 46.0 mg (0.660 mmol) 1H-Tetrazol in
2 ml trockenem Acetonitril, Rithren bei Raumtemperatur 3 Stunden; 3 ml fert-
Butylhydroperoxid (70 % in H;0), Rithren bei 0 °C fiir 20 Minuten,
sdaulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Chloroform/Aceton, 5 : 1).

CxnH3,Cl130,3P (641.82)
Gesamtausbeute: 193 mg (85 %)

1.Diastereomer:;

OAc

Ausbeute: 93.5 mg (41 %) OAOC

. AcO -
gelber Sirup AcO o

0 . |_OTCE

[alp™ =+9.7° (c 0.5, CHCl5) O—PL A~
berechnet: C41.17 H 5.03
gefunden: C39.15 H5.25

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 663.39 [M+Na]’, 679.37 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCLs): § = 5.92-5.82 (m, 1H, -CH=CH-), 5.74-5.61 (m, 2H, H-1,
-CH=CH-), 5.37-5.34 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.68-4.56 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Hex), 4.30
(dd, 1H, H-6a), 4.26-4.21 (m, 1H, H-5), 4.13 (dd, 1H, H-6b), 2.17, 2.11 (2xs, 6H, 2x-CHs,
Ac), 2.06 (bs, SH, =CH-CH»-, -CHs, Ac), 2.01 (s, 3H, -CHs, Ac), 1.42 (m~sex, 2H,
-CH,-CHj, Hex), 0.91 (t, 3H, -CHs, Hex) ppm
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JLQZ 1.5, J5,6a: 7.6, J5,6b: 2.0, J6a,6b: 12.2, 3JH_1,p = 6.6 Hz.

BC-NMR (125.77 MHz, CDCls): § = 170.98, 170.51, 170.15 (C=0), 138.81 (-CH=CH-),
123.29 (d, -CH=CH-), 94.26 (d, C-1), 74.25 (d, -O-CH,-*), 72.37 (d, C-2), 71.66 (C-3), 70.60
(C-5), 70.05 (d, -O-CH,-*), 68.19 (C-4), 65.27 (C-6), 34.17 (=CH-CH,-), 20.65 (-CH,-CHs,
Hex), 20.59-20.06 (-CHs, Ac), 13.64 (-CHs, Hex) ppm.

* keine genaue Zuordnung moglich

Jeap=4.8,2x Tcmpp =6.1/7.3, *Tcap=10.9, *Jcn=cip = 6.1 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): & = 95.97 (dd, C-1) ppm.

*JeLm = 182.1 Hz.

3'P.NMR (202.46 MHz, CDCl;): § = — 3.38 ppm.

2. Diastereomer:

OAc
Ausbeute: 99.9 mg (44 %) OAS
: AcO ~
gelber Sirup AeO (‘? )
[o]p”’ = +26.8° (¢ 0.5, CHCl;) ow(oTCvE\N
berechnet: C41.17 H5.03
gefunden: C41.49 H 5.43

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 663.55 [M+Na]", 679.87 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 5.89-5.78 (m, 1H, -CH=CH-), 5.67-5.59 (m, 1H,
-CH=CH-), 5.55 (dd~t, 1H, H-2), 5.50 (dd, 1H, H-1), 5.25 (dd~t, 1H, H-4), 5.12-5.07 (m, 1H,
H-3), 4.67-4.52 (m, 4H, -O-CH,-, TCE, Hex), 4.32-4.17 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3.80 (ddd, 1H,
H-5), 2.19, 2.17, 2.10 (3xs, 9H, 3x-CHs, Ac), 2.07-2.05 (m, 2H, =CH-CH,-), 2.01 (s, 3H,
-CHs, Ac), 1.42 (m~sex, 2H, -CH,-CHs, Hex), 0.91 (t, 3H, -CHs, Hex) ppm.

J1’2: 1.5, J2,3 = 3.6, J3,4: 9.7, J4,5: 10.2, J5,6a: 3.1, 3JH_1,p =5.1 Hz.
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PBC-NMR (100.62 MHz, CDCl;): § = 170.52, 170.50 (C=0), 138.09 (-CH=CH-), 123.23 (d,
-CH=CH-), 93.97 (d, C-1), 73.36 (C-5), 70.34 (C-3), 68.72-68.60 (2xd, -O-CH,-, TCE, Hex),
68.24 (d, C-2), 65.26 (C-4), 62.19 (C-6), 34.18 (=CH-CH>-), 21.90 (-CH,-CH3;, Hex), 20.78-
20.51 (-CHs, Ac), 13.64 (-CH3, Hex) ppm.

ch_l,p = 4.9, 2x 2JCH2,p =6.1 / 7.3, 3Jc_2,p = 109, 3JQH=CH,P =7.3 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 92.79 (dd, C-1) ppm.

*JeLm = 184.1 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = — 3.65 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-2,2,2-trichlorethyl-farnesyl-phosphat

(56)

Die Umsetzung erfolgt gemill AAV 2.
98 mg (0.21 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranose (7), 0.23 mg
(0.46 mmol, 2.2 Aq) 2.,2,2-Trichlorethyl-farnesyl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit
(38), 74mg (1.1 mmol, 5 Aq) 1H-Tetrazol, 0.18 mg (1.1 mmol, 5 Aq)
3-Chlorperbenzoesdaure, 3 ml + 3 ml trockenes  Dichlormethan,

sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat,

5:1).
OBt
OBt
C39H62C13013P (87625) e ~0
AUSbeute: 2 e (15 %) o C‘P‘)/OTCE EV\/%V\;\
farbloser Sirup O oA Z Z
berechnet: C 53.46 H7.13

gefunden: C 53.70 H 6.50

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 899.43 [M+Na]", 915.56 [M+K]"

'"H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 5.82 (dd, 1H, H-1), 5.59-5.47 (m, 2H, H-2, H-4), 5.45-5.36
(m, 2H, H-3, -O-CH,-CH=), 5.28-523 (m, 2H, -O-CH,-, TCE), 5.15-5.05 (m, 2H,
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2x-CH=C-), 4.74-4.70 (m, 2H, -O-CH,-, Farn), 4.30-3.97 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2.42-
2.08 (m, 16H, 4x-CO-CH,-, Bt, 4x-CH,-, Farn), 1.89-1.57 (m, 20H, 4x-CH,-CH3, Bt, 4x-CH3,
Farn), 1.03-0.83 (m, 12H, 4x-CHj3, Bt) ppm.

J1,2= 1.8, J2>3 = 3.1, J3,4= 9.7, 3JH_1,p =59 Hz.

3C-NMR (100.62 MHz, CDCl3): & = 170.48, 170.40 (C=0), 139.92 (C,, -CH=C-), 124.33 (d,
-0-CH,-CH=), 124.17, 123.65 (-CH=C-), 96.02 (d, C-1). 76.19, 75.95 (2xd, -O-CH,-, TCE,
Farn), 70.49 (C-5), 67.30 (C-3), 65.84 (d, C-2), 63.93 (C-4), 61.33 (C-6), 39.74, 39.62, 31.35,
31.29, 29.77, 29.71 (-CHa-, Farn), 35.97, 35.84 (-CO-CH,-, Bt), 25.68, 24.87, 24.10, 23.28
(-CH;-, Farn), 18.31, 18.27 (-CH,-CH, Bt), 13.57 (-CHj, Bt) ppm.

Jeap=7.1,2xTcmp=6.1/6.1,Tcop =112, Jep-cp = 5.1 Hz.
13C-ga‘[ed (125.77 MHz, CDCl3): 6 =94.73 (dd, C-1) ppm.
*Je.Lm = 181.7 Hz.

S'P.NMR (101.26 MHz, CDCl;): § = — 5.42 / — 5.44 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-2,2,2-trichlorethyl-phytyl-phosphat (57)
Die Umsetzung erfolgt gemall AAV 2.
142 mg (0.310 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-butyryl-a-D-mannopyranose (7), 401 mg
(0.700 mmol, 2.2 Aq) 2,2,2-Trichlorethyl-phytyl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit
(41), 109 mg (1.55 mmol, 5 Aq) 1H-Tetrazol, 270 mg (2.30 mmol, 15 Aq)
3-Chlorperbenzoesdure, 3 ml + 3 ml trockenes Dichlormethan, Reaktionsdauer:
3 Stunden bei Raumtemperatur und 2 Stunden bei 0 °C, sidulenchromatographische

Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 5 : 1).
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OBt

CasHoClO 1P (965.45) OBt

BtO
Ausbeute: 110 mg (37 %) BtO

? orce
farbloser Sirup O=P oA

berechnet: C 5598 H 8.25
gefunden: C 55.27 H8.10

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 988.11 [M+Na]", 1003.96 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.79-5.72 (m, 1H, -O-CH,-CH=), 5.44-5.33 (m, 4H, H-1,
H-2, H-3, H-4), 4.73-4.63 (m, 2H, -O-CH,-, TCE), 4.47-4.15 (m, 5H, -O-CH,-, Phy, H-5,
H-6a, H-6b), 2.43-2.24 (m, 8H, 4x-CO-CH,-), 1.73-149 (m, 14H, =C-CH;, 3x-CH-,
4x-CH,-CH3, Bt), 1.37-1.18 (m, 18H, 9x-CH,-), 1.02-0.80 (m, 24H, 4x-CH3, Bt, 4x-CHs,
Phy) ppm.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCly): & = 170.50, 170.36, 170.05 (C=0), 137.48 (C,, -CH=C-),
121.05 (d, -O-CH,-CH=), 94.74 (d, C-1). 73.81, 72.77 (2xd, -O-CHa-, TCE, Phy), 70.20
(C-5), 68.72 (d, C-2), 68.39 (C-3), 63.98 (C-4), 61.93 (C-6), 39.39, 37.39, 37.31, 24.82
(-CHa-, Phy), 36.05, 36.01, 35.96 (-CO-CH,-, Bt), 32.79, 28.00 (-CH-, Phy), 22.72, 22.62,
21.84, 21.62, 19.80, 19.75 (-CHs, Phy), 18.23, 18.26, 18.23 (-CH,-CHs, Bt), 13.68 (-CHs, Bt)

ppm.
Jear=06.1,2xTemp="7.1/7.1,Tcap =112, *Jepcp = 7.1 Hz.
BC-gated (125.77 MHz, CDCls): § = 94.41 (dd, C-1) ppm.

*Jepm = 185.3 Hz.

*'P-NMR (101.26 MHz, CDCl;): §=—4.17 /- 4.11/ —3.81/—3.75 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranosyl)-2,2,2-trichlorethyl-phytyl-phosphat (58)
Die Umsetzung erfolgt gemill AAV 2.
109 mg (0.210 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-pivaloyl-o-D-mannopyranose (8), 265 mg
(0.460 mmol, 2.2 Aq) 2,2,2-Trichlorethyl-phytyl-N,N-di-iso-propylphosphoramidit
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(41), 73.0mg (1.05 mmol, 5 Aq) 1H-Tetrazol, 181 mg (1.05 mmol, 5 Aq)
3-Chlorperbenzoesdure, 3 ml + 3 ml trockenes Dichlormethan, sdulenchromato-
graphische Reinigung (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 5 : 1).
OPiv
C4sHgaCl130,5P (1006.52) OPS’
PivO -
Ausbeute: 28.9 mg (14 %) 4. 0
‘ S W
farbloser Sirup O0—PC N
berechnet: C57.28 H 8.41
gefunden: C57.10 H 8.34

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 1029.81 [M+Na]", 1045.14 [M+K]"

'H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 5.76 (dd, 1H, H-1), 5.73-5.68 (m, 1H, -CH=C-), 5.65-5.57
(m, 1H, H-4), 5.43-5.38 (m, 2H, H-2, H-3), 4.72-4.64 (m, 4H, 2x-O-CH,-, TCE, Phy), 4.34-
4.12 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 1.68 (t, 3H, =C-CH3), 1.56-1.42 (m, 3H, 3x-CH-), 1.32-1.23
(m, 36H, 9x-CH,-, 2x-C(CHs)s, Piv), 1.17, 1.12 (2xs, 18H, 2x-C(CHs)3, Piv), 0.88-0.83 (m,
12H, 4x-CHj3) ppm.

J1,2: 1.3, J4,5: 10.2, J6,6: 12.5, 3JH_1,p =5.3 Hz.

PC-NMR (100.62 MHz, CDCly): § = 178.27, 177.23, 176.65, 176.10 (C=0), 137.74 (C,,
-CH=C-), 123.00 (d, -O-CH,-CH=), 95.33 (d, C-1). 76.35, 76.03 (2xd, -O-CH,-, TCE, Phy),
69.93 (C-5), 69.14 (C-3), 68.82 (d, C-2), 65.18 (C-4), 61.94 (C-6), 39.39, 37.40, 37.31, 29.71,
24.82, 24.49 (-CH,-, Phy), 38.92, 38.81, 38.78 (Cq, -C(CHs)3), 32.80, 28.00 (-CH-, Phy),
27.16,27.13, 27.10 (-C(CH3)3), 22.73, 22.66, 22.46, 19.75, 19.68 (-CHs, Phy) ppm.
Jear=06.1,2x Temp=4.1/4.1,Tcap =112, *Jepcp=9.2 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 92.90 (dd, C-1) ppm.

2JC-1,H-] =171.9 Hz.

3'P-NMR (101.26 MHz, CDCl;): § =—3.77 /-3.76 / —3.75/— 3.74 ppm.
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Triethylammonium-(2,3,4,6-tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranosyl)-H-phosphonat (59)

Zu einer Losung aus Imidazol (0.47 g, 6.9 mmol) in 10 ml Acetonitril werden bei 0 °C
vorsichtig 0.18 ml (2.1 mmol) Phosphortrichlorid und anschlieBend 0.98 ml (7.1 mmol)
Triethylamin zugegeben. Der Reaktionsansatz wird 15 Minuten bei 0 °C geriihrt. Dann wird
eine Losung von 0.22 g (0.48 mmol) 2,3.4,6-Tetra-O-butyryl-o-D-mannopyranose (7) in 10
ml Acetonitril {iber einen Zeitraum von 30 Minuten zugetropft. Die Reaktionsmischung wird
1.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung wird durch Zugabe von 3.5 ml
Triethylammoniumhydrogencarbonat-Losung (TEAB, pH = 8) hydrolysiert. Die klare Losung
wird nochmals 15 Minuten geriihrt, unter vermindertem Druck eingeengt und nachfolgend
zuerst mit einem Pyridin/Triethylamin-Gemisch (4 : 1) und anschlieBend mit Toluol
codestilliert. Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und dreimal mit
Triethylammoniumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt wird anschliefend
sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel: Chloroform/Methanol + 1% Triethyl-

amin, 7 : 1) gereinigt.

CosHs,NO1 ;P (625.69) OBt
OBt
. 0
Ausbeute: 0.20 g (66 %) 5O -0
gelber Sirup BtO (‘?
2~ 120.3° (¢ 1.0, CHCI o H
[op™ = #2037 (¢ 1O, ) OH - EtN
berechnet: C 53.75 H 8.83 N 2.24
gefunden: C 53.85 H 9.00 N 2.60

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 547.70 [M-Et;N+Na]', 563.60 [M-Et;N+K]",
569.61 [M-Et;N-H+Na+Na]", 585.50 [M-Et;N-H+Na+K]", 601.42 [M-Et;N-H+K+K]".

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.00 (d, 1H, P-H), 5.58 (dd, 1H, H-1), 5.44 (dd, 1H, H-3),
5.37 (dd~t, 1H, H-4), 5.33 (dd, 1H, H-2), 4.32-4.25 (m, 1H, H-5), 4.23 (dd, 1H, H-6a), 4.14
(dd, 1H, H-6b), 3.08 (q, 6H, 3x-CH,-CHs, EtN), 2.41-2.14 (m, 8H, 4x-CO-CH,-), 1.73-1.52
(m, 8H, 4x-CH,-CHj, Bt), 1.35 (t, 9H, -CHs, Et:N), 1.01-0.85 (m, 12H, 4x-CHj, Bt) ppm.

J1,2 = 1.5, J2,3 = 36, J374 = 10.2, J4,5 = 9.7, J5,6a = 4.6, J5,6b = 2.1, J6a,6b = 12.2, IJij = 6388,
3JH—1,P = 8.7 Hz.
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3C-NMR (125.77 MHz, CDCly): & = 172.31, 172.49, 172.36, 172.24 (C=0), 92.97 (d, C-1),
69.76 (d, C-2), 69.54 (C-5), 69.12 (C-3), 65.56 (C-4), 62.01 (C-6), 45.64 (-CH,-CHs, EtsN),
36.08, 36.05, 36.01, 35.95 (-CO-CH,-), 18.49, 18.33, 18.30, 18.13 (-CH,-CHj, Bt), 13.70,
13.61, 13.59, 13.57 (-CHs, Bt), 8.56 (-CH,, Et;N) ppm.

ch_l,p = 36, 3JC_2,p =7.3 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCL3): § = 86.34 (d, C-1) ppm.

Jeami= 172.9 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCl3): § = 1.67 / 1.62 ppm.

Triethylammonium-(2,3,4,6-tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl)-

H-phosphonat (60)

Die Umsetzung erfolgt analog zur Darstellung von Verbindung 59.
0.47 g (6.9 mmol) Imidazol in 10 ml Acetonitril, 0.18 ml (2.1 mmol) Phosphor-
trichlorid, 0.98 ml (7.1 mmol) Triethylamin, 0.23 g (0.44 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-iso-
propylcarbonat-a-D-mannopyranose (9) in 10 ml Acetonitril, Rithren bei Raum-
temperatur  iiber Nacht, sdulenchromatographische Reinigung (Laufmittel:

Chloroform/Methanol + 1 % Triethylamin, 7 : 1).

C2sHs>NO/ 6P (689.69) 0%%%&
Ausbeute: 0.20 g (67 %) 000 -

elber Siru 00C0 ﬁ)
g p 0P
[o]p”” = +9.0° (¢ 1.0, CHCl5) OH + EtN
berechnet: C48.76 H 7.60 N 2.03
gefunden: C48.11 H 7.69 N 2.35

MALDI-TOF (DHB, positive mode): m/z = 611.48 [M-Et;N+Na]", 627.35 [M-Et;N+K]",
633.30 [M-Et;N-H+Na+Na]", 649.22 [M-Et;N-H+Na+K]", 665.21 [M-Et;N-H+K+K]".
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.00 (d, 1H, P-H), 5.70 (dd, 1H, H-1), 5.26-5.21 (m, 2H,
H-2, H-3), 5.13 (dd~t, 1H, H-4), 4.91-4.77 (m, 4H, 4x-CH(CHs),), 4.33-4.20 (m, 3H, H-5,
H-6a, H-6b), 2.95 (q, 6H, 3x-CH,-CH3, Et;N), 1.33-1.24 (m, 33H, 4x-CH(CHs),, 3x-CHj,
Et;N) ppm.

J1,2= 1.5, J2,3 = 36, J3,4= 9.7, J4,5 = 9.2, 1JH,p = 64087, 3JH_],]:'= 8.6 Hz.

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls): & = 154.36, 153.85, 153.64, 153.35 (C=0), 92.62 (d, C-1),
73.00, 72.84, 72.75, 72.67 (-CH(CHs),), 72.80 (C-3), 72.47 (d, C-2), 69.91 (C-4), 69.23
(C-5), 65.91 (C-6), 45.65 (-CH»-CH3, Et;N), 21.78, 21.70, 21.67, 21.63 (-CH(CHs),), 8.81
(-CH3, Et3N) ppm.

2JC-1,P = 3.6,3\](;_2,13 = 8.5 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCl3): § = 87.70 (dd, C-1) ppm.

lJc-laH-l =174.0 Hz.

3'P-NMR (101.26 MHz, CDCl;): 8 = 1.66 / 1.60 ppm.

(2,3,4,6-Tetra-O-iso-propylcarbonat-o-D-mannopyranosyl)-trans-2-hexen-1-yl-phosphat
Triethylammoniumsalz (62)

Eine Losung von 75 mg (0.11 mol) H-Phosphonat 60 und 12 pl (0.10 mmol) frans-2-Hexen-
I-ol in jeweils 1 ml trockenem Pyridin wird dreimal bis zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wird erneut in 1 ml trockenem Pyridin aufgenommen, mit 33 pl (0.27 mmol)
Pivaloylchlorid versetzt und {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz
wird auf 0 °C abgekiihlt und mit einer Losung aus 33 mg (0.13 mmol) lod in 0.12 g
(6.5 mmol) Wasser versetzt. Es wird 2.5 Stunden bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wird mit
Chloroform verdiinnt. Die organische Phase wird gegen 1 M Natrumthiosulfat-Lésung und
kalte Triethylammoniumhydrogencarbonat-Losung ausgeschiittelt, {iber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck eingeengt. Die Reinigung erfolgt
sdulenchromatographisch an Kieselgel (Laufmittel : Chloroform/Methanol + 1 % Triethyl-

amin, 7 : 1).
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0CO0

C34HeaNO 7P (787.84) ocoo<<
Ausbeute: 18 mg (21 %) . 0oco -0

- 00CO 0
gelber Sirup o \}\) NG
[o]p™® = +15.6° (¢ 1.0, CHCls) OH - Et;N
berechnet: C51.83 H 7.93 N 1.78
gefunden: C51.99 H 7.99 N 2.00

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 5.74 (dd, 1H, H-1), 5.70-5.56 (m, 2H, -CH=CH-), 5.34-5.10
(m, 3H, H-2, H-3, H-4), 4.89-4.78 (m, 4H, 4x-CH(CHs),), 4.42-4.12 (m, 5H, H-5, H-6a,
H-6b, -O-CH;-), 3.10 (g, 6H, 3x-CH,-CH3;, Et;N), 2.04-1.98 (m, 2H, =CH-CH>-), 1.34-1.24
(m, 35H, -CH,-CH3, Hex, 4x-CH(CHs),, 3x-CHj3, EtsN), 0.91 (t, 3H, -CH3, Hex) ppm.

J1,2: 1.9,3JH_1,p = 8.2 Hz.

BC-NMR (125.77 MHz, CDCl;): 6 = 154.75, 154.68, 153.10, 153.05 (C=0), 134.18
(-CH=CH-), 126.89 (d, -CH=CH-), 93.81 (d, C-1), 73.08, 72.99, 72.90, 72.73 (-CH(CHj3),),
73.04 (C-3), 72.89 (d, C-2), 70.04 (C-4), 69.27 (C-5), 67.12 (d, -O-CH;-), 66.55 (C-6), 45.97
(-CH,-CHs, Et3N), 34.65 (=CH-CH,-), 22.56 (-CH,-CHj3, Hex), 22.51-21.97 (-CH(CHj3),),
14.04 (-CHs, Hex), 8.89 (-CH3, Et3N) ppm.

2 _ 2 _ 3 _ 3 _

JC-l,P = 4.9, JCHz,p =6.1 , Jc-z,p = 109, JQH:CH,P = 8.5 Hz.

BC-gated (100.62 MHz, CDCls): § = 91.55 (dd, C-1) ppm.

Jerm = 176.5 Hz.

3'P-NMR (202.46 MHz, CDCls): 8=—4.03 und — 2.27 /- 5.70 / — 9.67 ppm.
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6.4. Enzymatische und biologische Arbeitsvorschriften

Einige Experimente wurden gemeinsam mit Herrn Dipl.-Biol. Christian Kranz aus der
Arbeitsgruppe Marquardt in der Klinik und Poliklinik fiir Kinderheilkunde an der Universitit

Miinster angefertigt.

Materialien
Enzyme
Esterase aus Schweineleber EC 3.1.1.1, Sigma
Rohenzym:15 U/mg Feststoff
Reinenzym: Suspension in 3.2 M (NH4),SO4-Losung, pH 8, 260 U/mg Protein
Zellen
Fibroblasten aus der Haut
80 % kofluent
kultiviert in Earle’s MEM
Earle’s MEM mit Natriumcarbonat ohne Glutamin, Life Technologies
Dulbecco’s MEM ohne Glucose, Life Technologies
Phosphatpuffer [NaH,PO4 - H,O/Na,HPOy, - 12 H,0]
Markierungsmedium
Es werden DMEM und MEM im Verhitnis 9 : 1 verwendet und mit 100 uCi [2-°H]-
Mannose pro Mililiter Medium versetzt. AnschlieBend werden dann 15 pl einer 1 M
Stammlosung der Versuchssubstanz in DMSO in 15 ml Medium gelost.
Szintillationscocktail
Ultima Flow™ AP, Packard Bioscience
Fluoreszenzstandard
Man5-2AB glycan conjugate und Man9-2AB glycan conjugate, Oxford Glyco

Systems

Methoden

Die Inkubation der Enzymansitze erfolgte mit einem Eppendorf Thermomixer Comfort. pH-
Messungen erfolgten an einem Metrohm 632 pH-Meter. Zentrifugiert wurde mit einer
Eppendorf Tischzentrifuge 5415 und im Vakuum mit einem Bachofer Vacuum Concentrator.
Die Ultraschallbehandlung wurde an einer Soniprep 150 MSE durchgefiihrt. Die Zellen
wurden mit einer Frequenz von 14 Microns eine Minute lang beschallt, um sie
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aufzuschlieBen. Die analytische Hochdruckfliissigkeitschromatographie wurde mit einem
Waters 2690 Alliance Seperations Module, einem Waters 474 Scanning Fluorescens Detector
und einem Packard Flow Scintillation Analyzer 500 TR Series an einer Varian Microsorb MV

Sdule (100 A, 0.5 ml/min) mit Eluent A (Acetonitril) und Eluent B (Wasser) durchgefiihrt.

Standardreaktion ohne Enzym

Bis-acetoxymethyl-(2, 3, 4, 6-tetra-O-buturyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (19) (12 mg,
17.5 pmol) werden in 1 ml Phosphatpuffer (pH 7.4, 0.05 M) bei 37 °C {iber Nacht inkubiert.
Der Ansatz wird diinnschichtchromatographisch untersucht (Laufmittel:
Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 :1, Ry 0.29 und Chloroform/Methanol/Wasser, 6 : 3.5 : 0.3).
Zur Aufarbeitung wird der Ansatz auf 2 ml Wasser gegeben und mit Dichlormethan
extrahiert. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wird NMR-spektroskopisch untersucht.
Sowohl die DC- als auch die NMR-Analyse haben gezeigt, dal die Substanz unter den

gegebenen Reaktionsbedingungen stabil ist.

Enzymatische Umsetzung mit Esterase

a) Rohenzym
Bis-acetoxymethyl-(2, 3, 4, 6-tetra-O-buturyl-o.-D-mannopyranosyl)-phosphat (19)
(10.1 mg, 14.8 upmol) wird in 1 ml Phosphatpuffer (pH 7.4, 0.05 M) mit
Schweineleberesterase (1 U, Stammldsung in Phosphatpuffer) bei 37 °C fiir 3 Stunden
inkubiert. Die  Reaktion  wird  diinnschichtchromatographisch  (Laufmittel:
Petrolether(50/70)/Ethylacetat, 1 : 1) verfolgt. Nach Abbruch der Reaktion durch Zugabe
von 2 ml Methanol wird der Riickstand zentrifugiert. Der Uberstand wird unter
Verwendung von ZipTipcis entsalzt. Die Eluierung des Produktes erfolgt entlang eines
Gradienten mit Wasser-Methanol-Gemischen (100 : 0 — 75 : 25 — 50 : 50 — 25 : 75).
Die verschiedenen Eluate werden anschlieBend direkt auf einen MALDI-TOF-Teller

gegeben und massenspektrometrisch untersucht.

MALDI-TOF (DHB, positive mode):

m/z = 706.98 [M+Na]", 722.92 [M+K]";
635.21 [M-AM+Na]’, 651.19 [M-AM+K]", 657.27 [M-AM-H+Na+Na]’, 673.24
[M-AM-H+Na+K]";
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563.23 [M-2AM+Na]", 585.24 [M-2AM-H+Na+Na]",

601.21 [M-2AM-H+Na+K]";

587.26 [M-AM-Bt-H+Na+Na]", 515.31 [M-2AM-Bt-H+Na+Na]";

483.40 [M-PO3AM,+Na]" / [M-2Bt-2Ac+2H+Na]", 499.31 [M-POs;AM,+K]" /
[M-2Bt-2Ac+2H+K]";

413.68 [M-PO;AM,-Bt+Na]", 429.63 [M-PO;AM,-Bt+K]".

b) Reinenzym
Bis-acetoxymethyl-(2, 3, 4, 6-tetra-O-buturyl-o-D-mannopyranosyl)-phosphat (19)
(9.7mg, 14.2 pumol) wird in 1 ml Phosphatpuffer (pH 7.4, 0.05 M) mit Schweineleber-
esterase (1 U, Stammlosung in (NH4),SO4) bei 37 °C fir 3 Stunden inkubiert. Die
Reaktion wird diinnschichtchromatographisch (Laufmittel: Petrolether(50/70)/Ethylacetat,
1 : 1) verfolgt. Nach Abbruch der Reaktion durch Zugabe von 2 ml Methanol wird der
Riickstand zentrifugiert. Der Uberstand wird unter Verwendung von ZipTipc;s entsalzt.
Die Eluierung des Produktes erfolgt entlang eines Gradienten mit Wasser-Methanol-
Gemischen (100 : 0 —> 75 : 25 — 50 : 50 — 25 : 75 ). Die verschiedenen Eluate werden
anschlieBend direkt auf einen MALDI-TOF-Teller gegeben und ins ESI injiziert und

massenspektrometrisch untersucht.

MALDI-TOF (DHB, positive mode):
m/z=707.19 [M+Na]", 723.09 [M+K]";
635.22 [M-AM+Na]", 651.17 [M-AM+K]", 657.25 [M-AM-H+Na+Na]", 673.22
[M-AM-H+Na+K]";
611.19 [M-Bt-Ac+H+K]", 623.23 [M-2Ac+H+Na]";
563.21 [M-2AM+Na]", 585.22 [M-2AM-H+Na+Na]",
601.11 [M-2AM-H+Na+K]";
483.44 [M-PO3AM,+Na]" / [M-2Bt-2Ac+2H+Na]", 499.22 [M-PO;AM,+K]" /
[M-2Bt-2Ac+2H+K]".

ESI (positive mode):
m/z = 354 [M-AM-4Bt+Na]", 353 [M-2AM-3Bt+Na]’, 283 [M-2AM-4Bt+Nal].
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6. Experimenteller Teil

Stabilititstests in Plasma und Fibroblasten

Zur Herstellung einer Stammlosung wird Bis-acetoxymethyl-(2, 3, 4, 6-tetra-O-buturyl-o-D-

mannopyranosyl)-phosphat (19) (10 mg, 14.6 umol) in 1 ml PBS (pH 7.4) gelost.

a)

b)

Plasma

0.1 ml der Stammldsung werden in 0.5 ml Plasma aufgenommen, der Ansatz wird geteilt
und bei 37 °C fiir 3 Stunden bzw. liber Nacht inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion durch
Zugabe von 0.3 ml Methanol wird der Riickstand zentrifugiert. Der Uberstand wird unter
Verwendung von ZipTipcis entsalzt. Die Eluierung des Produktes erfolgt entlang eines
Gradienten mit Wasser-Methanol-Gemischen (100 : 0 — 75 : 25 — 50 : 50 — 25 : 75).
Die verschiedenen Eluate werden anschlieBend direkt auf einen MALDI-TOF-Teller

gegeben und massenspektrometrisch untersucht.

MALDI-TOF (DHB, positive mode):

m/z= 472.36, 647.44, 663.45, 685.49, 701.43;
563.94 [M-2AM+Na]", 585.87 [M-2AM-H+Na+Na]",
601.85 [M-2AM-H+Na+K]";
413.55 [M-PO;AM,-Bt+Na]", 429.34 [M-PO;AM,-Bt+K]".

Fibroblasten

0.1 ml der Stammldsung werden in 0.2 ml einer Losung von Fibroblasten (PBS, 0.33 pg
Protein/pul) aufgenommen, der Ansatz wird geteilt und bei 37 °C fiir 3 Stunden bzw. iiber
Nacht inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion durch Zugabe von 0.3 ml Methanol wird der
Riickstand zentrifugiert. Der Uberstand wird unter Verwendung von ZipTipcis entsalzt.
Die Eluierung des Produktes erfolgt entlang eines Gradienten mit Wasser-Methanol-
Gemischen (100 : 0 — 75 : 25 — 50 : 50 — 25 : 75 ). Die verschiedenen Eluate werden
anschlieBend direkt auf einen MALDI-TOF-Teller gegeben und massenspektrometrisch

untersucht.

MALDI-TOF (DHB, positive mode):

m/z = 472.48, 647.57, 663.61, 685.65, 701.58;
563.88 [M-2AM+Na]", 585.88 [M-2AM-H-+Na+Na]",
601.87 [M-2AM-H+Na+K]";
413.44 [M-POsAM,-Bt+Na]", 429.34 [M-PO;AM,-Bt+K]".

130



6. Experimenteller Teil

LLO (Lipid Linked Oligosaccharides)-Analyse

Die Zellkulturen (Gesunde als Kontrolle, Patient) werden je einmal mit 2 — 3 ml PBS (37 °C)
gewaschen und anschlieBend radioaktiv markiert. Hierfiir werden pro Platte 5 ml
Markierungsmedium (mit und ohne Versuchssubstanz) zugesetzt und fiir 60 Minuten bei
37 °C inkubiert (pulse-Phase). Es wird einmal mit 3 ml MEM (37 °C) gewaschen und nach
Zugabe von 10 ml MEM fiir weitere 10 Minuten inkubiert (chase-Phase). Es wird dreimal mit
PBS (37 °C) gewaschen. Die Platten werden auf Eis gegeben und die Zellen mit 3 ml
Methanol (4 °C) abgekratzt und in Glasrohrchen iibergefiihrt. Nach Zugabe von jeweils 6 ml
Chloroform und kréftigem Vortexen werden die Proben 10 Minuten bei 4 °C und 3500 Upm
zentrifugiert. Die Pellets werden jeweils zweimal mit Chloroform/Methanol (2 : 1, 4 °C)
gewaschen, anschliefend im N,-Strom getrocknet und in jeweils 1 ml Wasser aufgenommen.
Die Proben werden im Ultraschall zerkleinert und erneut bei 4 °C und 3500 Upm
zentrifugiert. Die Pellets werden im N,-Strom getrocknet und mehrmals mit jeweils 4 ml
Chloroform/Methanol/Wasser (10 : 10 : 3) extrahiert. Die Extrakte werden vereinigt, unter im
N,-Strom eingeengt. Die gewonnenen Pellets enthalten hauptsidchlich die proteingebundenen
Oligosaccharide (PDO-Analyse). Die anderen Pellets enthalten die Dolicholpyrophosphat-
gebundenen Oligosaccharide. Sie werden durch milde saure Hydrolyse in n-Propanol/0.1 M
HCI (1 : 2) freigesetzt. AnschlieBend wird im Vakuum zentrifugiert, der Riickstand in 21 pl
Wasser aufgenommen und iiber HPLC analysiert [Eluent A (Acetonitril) / Eluent B (Wasser),
65 : 35 — 35 : 65 (60 Minuten) — 0 : 100 (61 Minuten) — 0 : 100 (70 Minuten) — 65 : 35
(71 Minuten)].
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8. Gefahrenhinweise

8. Gefahrenhinweise

R-Siitze S-Siitze i‘;‘;‘;ﬁ‘;g
Aceton 11-36-66-67 9-16-26 F, Xi
Acetonitril 11-23/24/25 16-27-45 F, T
Acetylchlorid 11-14-34 9-16-26-45 F,C
Allylbromid 11-23/35-34-50 16-26-36/37/39-45-61 F, T,N
Benzylalkohol 20/22 26 Xn
Chloroform 22-38-40-48/20/22 36/37 Xn
3-Chlorperbenzoesiure 7-36/37/38 3/37-14.10-36/37/39 O, Xi
Dichlormethan 40 23.2-24/25-36/37 Xn
N,N-Dimethylformamid 61-E20/21-36 53-45 T
Ethylacetat 11-36-66-67 16-26-33 F, Xi
ﬁﬁgﬁ;ﬁfﬁlﬁgi'iso'prOPYI' 36/37/38 26-36
Brommethylacetat 36/37/38 26-36/37/39
Buttersdurechlorid 11-34 16-23.2-26-36-45 F,C
tert-Butylhydroperoxid 72U MM amaana636573945 0T
iglgozp o anocthyl-NA-di- 34-5 26-36/37/39
Chlormethylpivaloat 20/21/22-36/37 16-26
Essigsdure 10-35 23.2-26-45 C
Essigsdureanhydrid 10-34 26-45 C
Ethanol 11 7-16 F
N-Ethyl-di-iso-propylamin 11-36/38 F, X
trans-2-Hexen-1-ol 10
Imidazol 22-34 22-26-36/37/39-45 C
Methanol Vs Gypol 7-16-36/37-45 F,T
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8. Gefahrenhinweise

R-Siitze S-Siitze i;‘;i%fﬁ:
Natriumhydroxid 45 26-37/39-45 C
Palladium/Aktivkohle 7-36/37/38 17-26-36 F, Xi
Palladiumchlorid 36/38 26-28.1 Xi
Petrolether (50/70) 12-65 9-16-23.2-24-33-62 F+, Xn
Pivalinséurechlorid 11-34-36/37 16-26-36/37/39-45 F,C
Phosphortrichlorid 34-37 7/8-26-45 C
Di-iso-propylamin 11-20/22-34 16-26-36/37/39 F,C
iso-Propylchlorformiat 23-24 26-36/37/39-45 F, T
Pyridin 11-20/21/22 26-28.1 F, Xn
Salzsédure 34-37 26-36/37/39-45 C
Schwefelsdure 35 26-3045 C
Tetrahydrofuran 11-19-36/37 16-29-33 F, Xi
1H-Tetrazol 5-4 36
Toluol 11-20 16-25-29-33 F, Xn
2,2,2-Trichlorethanol 22 Xn
Triethylamin 11-20/21/22-35 3-16-26-29-36/37/39 F,C
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