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Einleitung

1. EINLEITUNG

Kohlenhydrate bilden eine der grof3ten Naturstoffklassen mit vielfaltigsten
Eigenschaften und sind am Aufbau aller lebenden Organismen beteiligt.!" Sie dienen
z. B. als Struktur- und Gerustelemente in Mikroorganismen, Pflanzen- und Tierreich
(Cellulose, Agar, Chitin). Als Reservestoffe stellen sie eine gute und rasch
verfugbare Energiequelle (Starke, Glycogen, Inulin) dar. In Form von
Glycokonjugaten (Glycoproteine, Glycolipide, Glycophospholipide) als Bestandteile
der Zellmembranen, sind sie fur die Zellerkennung, -adhasion und -entwicklung
verantwortlich. Weiterhin fungieren solche Oligosaccharide als Rezeptoren in den
Antigen-Antikdrper-Reaktionen und Signaltransduktionen.’”) Obwohl sich die Natur in
den Biosynthesen auf die Verwendung nur weniger Monosaccharide beschrankt,
ergibt sich aufgrund der Polyfunktionalitit der Kohlenhydrate eine enorme
Strukturvielfalt. Die monomeren Kohlenhydratbausteine konnen auf viele
unterschiedliche Arten miteinander verknUpft werden, wobei sowohl lineare, als auch
vielfach verzweigte Oligo- und Polysaccharide entstehen. Durch die Mdglichkeit, die
VerknlUpfungsart der einzelnen Monosaccharide zu variieren, verflgt die Natur Uber
ein riesiges Potential, die biologischen Informationen zu kodieren und

weiterzugeben.!

Man unterscheidet zwei Enzymklassen, die in der Natur zur Biosynthese der
Oligosaccharide eingesetzt werden. Die Enzyme des Nicht-Leloir-Weges setzen
Glycosylphosphate als aktivierte Kohlenstoffsubstrate ein. Die Glycosyl-Transferasen
des Leloir-Weges bendtigen Nucleosidmono- oder Nucleosiddiphosphatzucker
(NMP- oder NDP-Zucker). Der Glycosylrest im NDP-Zucker wird durch die anomere
Phosphatestergruppe fiir die Ubertragung aktiviert, wahrend der Nucleosidrest als
zusatzliches Erkennungsmerkmal fiir die Glycosyltransferasen dient.!

Ende der 40er Jahre erkannte Lius F. Leloir das allgemeine Prinzip der Biosynthese
von Oligo- und Polysacchariden und isolierte die erste Nucleosiddiphosphat-
glycopyranose, Uridindiphosphatglucose. Es gelang ihm die Rolle der UDP-a-D-
Glucose 1 als Glycosyldonor in der Biosynthese des Glycogens nachzuweisen und
den mechanistischen Ablauf dieses Stoffwechselvorganges aufzuklaren.!
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Einleitung

Der Aufbau des Glycogens geht von der Glucose 2 aus, die durch Glucokinase und
Phosphoglucomutase zum Glucosylphosphat 3 umgesetzt wird. Anschliel3end wird
aus dem Glucosylphosphat 3 und Uridintriphosphat (UTP) 4 in einer durch UDP-
Glucose-Pyrophosphorylase katalysierten Reaktion UDP-a-D-Glucose 1 gebildet.
Der aktivierte Glycosyldonor wird von einer Glycosyl-Transferase auf die wachsende
Glycogenkette Ubertragen und es wird eine neue glycosidische Bindung, katalysiert

durch Glycogensynthase, gebildet (Abb. 1).°!
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Abbildung 1: Glycogenbiosynthese
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Die Glycosyl-Transferasen in Saugetieren beschranken sich auf acht
Zuckernucleotide: UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, GDP-Man, GDP-
Fuc, UDP-GIcUA, CMP-NeuAc. Die weiteren in Saugetieren anzutreffenden
Kohlenhydrateinheiten werden erst nach dem Einbau eines Monosaccharidbausteins
in das Oligosaccharid modifiziert. Eine gro3e Zahl anderer Monosaccharide (Xylose,
Arabinose, KDO und Desoxyzucker) findet sich auch in Pflanzen und Bakterien, wo

sie an der Biosynthese der Zellwinde beteiligt sind.”’

Die Bestandteile der Zellwand und die Aufklarung ihrer Funktionen und
Reaktionsmechanismen sind von groRem medizinischen Interesse. Die Erkenntnisse
konnten anschlielend zur Entwicklung unterschiedlicher Hemmstoffe verwendet
werden.®! Da die Kohlenhydrate an der Zelloberfliche als biologische Marker fiir
Tumorzellen und in bakteriellen und parasitaren Infektionszyklen eine wichtige Rolle
spielen, ware es denkbar mit synthetischen Zuckerbausteinen die Immunantworten
auszulésen und sie als Wirkstoffe zur Vorbeugung oder Therapie von Infektionen,
Entziindungen und tumordsen Krankheiten einzusetzen. Es ware zum Beispiel ein
Eingriff in den Aufbau der bakteriellen Zellwand und die damit verbundene Hemmung
der beteiligten Glycosyl-Transferasen denkbar. Auf diese Weise konnten
erfolgsversprechende Strategien gegen bakterielle Infektionen entwickelt und

Zugang zu neuen Antibiotika-Klassen geschaffen werden.['”

OH
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UDP-GIcNAc(10)-Gal(1p-4)-Neu5Ac(2a-6) UDP-GIcNAc(1a)-Gal(1p-4)-Fuc(1a-2)
12 13

Abbildung 2: Nucleotidaktivierte Oligosaccharide der Sauger

Neben NDP-Monosacchariden wurde 1961 zum ersten Mal von nucleotidaktivierten
Oligosacchariden berichtet, die aus Kolostrum und Milch von Ziegen isoliert
wurden." In den folgenden Jahren isolierte man weitere NDP-Trisaccharide aus
Kolostrum und Milch von Saugern, wie Schweinen!', Schafen!™ und auch
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Einleitung

Menschen.™ Diese wurden als verlangerte Derivate des UDP-a-N-
Acetylglycosamins (UDP-a-GIcNAc) 7 und des UDP-a-N-Acetyllactosamins (UDP-a-
LacNAc) 8 charakterisiert, welche als dritten Monosaccharidbaustein haufig N-Acetyl-
bzw. N-Glycolylneuraminsaure 9 und 10 sowie die L-Fucose 11 in den 2-, 4- und

6-Positionen der Galactose tragen (Abb. 2, S. 3).

Fucosyliertes UDP-N-Acetylglucosamin 14 sowie ein Phosphogalactosid 15 wurden
aus dem Eileiter von Hennen isoliert (Abb. 3).>'® Obwohl diese Verbindungen
schon lange bekannt sind, konnten ihre Biosynthesen und die biologischen
Funktionen aufgrund der limitierten Verflgbarkeit nicht untersucht werden. Im
Gegensatz dazu konnte nachgewiesen werden, dass die Biosynthese verschiedener
Kohlenhydratpolymere (S-Layer, Pseudomurein, Methanochondroitin) der Zellwande
in Bakterien und Archae, mit nucleotidaktivierten Oligosacchariden als Intermediate,
verlauft.""'® Die in solchen Vorgangen beteiligten Enzyme konnten allerdings noch
nicht isoliert und charakterisiert werden. Zur Aufklarung der Biosynthese und
biologischer Funktionen solcher naturlich vorkommender Glycokonjugaten sollte der
chemische Zugang zu naturlichen NDP-Oligosacchariden sowie deren Analoga

angestrebt werden.

OH OH
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OH OH HO (0]
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HOWO 2 — I~
. HO o~/ Do
CH, » 5
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/
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UDP-GIcNAc(1a)-Fuc(1a-4) UDP-GIcNAC(1a)-Gal(1a-P-6)
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Abbildung 3: Nucleotidaktivierte Oligosaccharide aus dem Eileiter der Henne
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2. KENNTNISSTAND

Die Mehrzahl der Substrate der Leloir-Glycosyltransferasen werden in vivo aus dem
entsprechenden Zuckerphosphat und dem Nucleosidtriphosphat gebildet (Abb. 1,
S. 2). Die Triebkraft dieser Kupplung wird aus der anschlielenden Hydrolyse des
freigesetzten Pyrophosphats geliefert. Einige Nucleosiddiphosphatglycopyranosen
werden allerdings auch durch die enzymatische Modifizierung der anderen NDP-
Glycoside gebildet. Die UDP-Glucuronsaure (UDP-GIcUA) 16 entsteht zum Beispiel
durch Oxidation von UDP-a-Glc1 mit UDP-Glc-Dehydrogenase. Die GDP-o-
Mannose (GDP-a-Man) 17 wird in drei Schritten - Dehydratisierung, Isomerisierung
und Reduktion - in die GDP-B-L-Fucose (GDP-B-L-Fuc) 18 uberfuhrt. Eine weitere
Ausnahme stellt die CMP-Neuraminsaure (CMP-NeuAc) 19 dar. Diese entsteht in der
direkten  Kupplung, katalysiet von der CMP-NeuAc-Synthase, aus
N-Acetylneuraminsaure 9 und Cytidintriphosphat (CTP) 20.1

Seit der Entdeckung der NDP-Glycoside und der Erkenntnis ihres biologischen
Potentials und mdglicher pharmakologischer Nutzung wird verstarkt an der
Entwicklung neuer Synthesemethoden geforscht. In der Literatur findet man eine
Reihe von enzymatischen, chemischen und chemoenzymatischen Methoden zur

Darstellung dieser Glycosyldonatoren.!™®

2.1 Enzymatische Synthesen

Einige Jahre nach der ersten Isolierung und Charakterisierung der UDP-Gic 1
wurden erste enzymatische Darstellungsmethoden publiziert. So berichteten Munch-
Petersen et al. von der Bildung der UDP-GIc 1 aus dem UTP 4 und Glucose-1-
phosphat 3 unter Zusatz des Enzyms, UDP-Glc-Pyrophosphorylase, das aus Back-
und Bierhefe isoliert werden konnte.”” Wenige Jahre spater konnten sie auf dem
gleichen Weg aus entsprechenden Edukten und unter Zusatz von GDP-Man-
Pyrophosphorylase, ebenfalls isoliert aus Bierhefe, die GDP-Man 17
synthetisieren.?"!  Die Vorteile einer enzymatischen Synthese zur Darstellung von
Zuckernucleotiden sind die hohe Regio- und Stereospezifitat der Reaktion sowie der

Verzicht auf Schutzgruppen. Zum Beispiel berichteten Whitesides et al. von der

-5-



Kenntnisstand

Synthese von UDP-GIc1 aus einem Gemisch der Nucleosidtriphosphate und
Glucose-1-phosphat 3. Da die Reaktion nur mit der UDP-Glc-Pyrophosphorylase
katalysiert wurde, konnte man selektiv nur ein Produkt herstellen.”? Die
enzymatische Synthese ist inzwischen fur nahezu alle natirlichen Zuckernucleotide
maglich.>?4 Thiem et al. publizierten beispielsweise den enzymatischen Zugang zur
GDP-B-L-Fucose 18, deren bisherige Synthese auf dem chemischen Weg sehr
schwierig und mit aufwendiger Schutzgruppenchemie verbunden war.”*®! Analog zur
Synthese in biologischen Systemen geht man von ungeschutzter Fucose 11 aus, die
durch Adenosintriphosphat (ATP) 21 und Fucokinase selektiv am anomeren Zentrum
phosphoryliert wird. Der Einsatz von Phosphoenolpyruvat und Pyruvat-Kinase erlaubt
die Regeneration des wahrend der Reaktion entstehenden und inhibierenden
Adenosindiphoshats (ADP) 22 zu ATP 21. Dadurch wurde es moglich, ATP 21 nur in
katalytischen Mengen einzusetzen und die Ausbeuten der Zuckerphosphate auf bis
zu 80% zu steigern. Fucose-1-phosphat23 reagiert dann weiter mit
Guanosintriphosphat (GTP) 24 zu GDP-Fuc 18, wobei ein weiteres Enzym, GDP-
Fuc-Pyrophosphorylase, bendtigt wird. Das dabei entstehende Pyrophosphat wird
durch die anorganische Pyrophosphatase gespalten (Abb. 4). Die Synthese ist
allerdings mit 22% Ausbeute nicht zufriedenstellend und ist auf mikromolare
AnsatzgroRen beschrankt. Auch die Verfugbarkeit und Beschaffungskosten der
beteiligten Enzyme spielen eine entscheidende Rolle.

GDP-Fucose-
Fucose-Kinase o oro,>  Pyrophosphorylase o OGDP
OH N OH
" OH N oHo GTP 24 PP, oHo
OH ATP 21 ADP 22 anorganische o
" \/—\/ Pyruvatkinase 23 Pyrophosphatase 18 22%
Pyruvat PEP 2P

Abbildung 4: Enzymatische Synthese der GDP-B-L-Fucose 18

Die enzymatischen Methoden kdénnen allerdings nur fur die Darstellung der
naturlichen NDP-Zucker angewendet werden, bei denen die entsprechenden
Enzyme zuganglich sind. Der Bedarf an Zuckernucleotiden kann nur durch eine
chemische oder chemoenzymatische, generell anwendbare Synthese gedeckt

werden.
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2.2 Chemische Synthesen

Die bekannten Synthesestrategien fir die Darstellung von NDP-Glycosiden kdnnen
allgemein in zwei Gruppen unterteilt werden (Abb.5). Zum einen wird die
Pyrophosphatbindung aus zwei Monophosphatbausteinen, Nucleosidmonophosphat
und Zuckerphosphat, aufgebaut (Abb.5, WegA). Dabei muss einer der
Reaktionspartner flr die erfolgreiche Kupplung aktiviert werden. In den meisten
Fallen Ubernimmt diese Rolle das Nucleosidmonophosphat. Der Vorteil solcher
Synthesen besteht im Einsatz von anomerenreinen Glycosylphosphaten, dessen
Stereochemie sich im Produkt wiederfindet, da die Kupplung nicht am anomeren

Zentrum stattfindet.

Alternativ konnen die NDP-Zucker aus einem Glycosidbaustein und einem
Nucleosiddiphosphat aufgebaut werden (Abb.5, Weg B). Da die Pyrophosphat-
bindung schon im Edukt vorhanden ist, findet die Aktivierung fur die Kupplung am
Zucker statt. Allerdings stellt die Darstellung eines anomerenreinen Produktes auf
diesem Weg ein groles Problem dar. Desweiteren muissen die
Reaktionsbedingungen streng Uberwacht werden, um die Zersetzung des gebildeten

NDP-Glycosids zu vermeiden.

Abbildung 5: Aligemeine Synthesestrategien zur Darstellung von NDP-Zuckern
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2.2.1 Synthese der NDP-Zucker unter Ausbildung einer Pyrophosphatbindung

Die Bildung einer Pyrophosphatgruppe aus zwei Monophosphaten setzt die
Aktivierung einer der beiden Phosphatgruppen voraus. Dieses Vorgehen erlaubt die
Kupplung unter milderen Bedingungen, so dass die Zersetzung des gebildeten NDP-

Zuckers sowie die Entstehung der unerwinschten Homodimere verhindert werden.

Moffatt und Khorana berichteten erstmals von der Kupplung eines ungeschutzten
Uridinphosphoramidates 32 und eines ebenso ungeschutzten Glucose-1-
phosphates 3 zu UDP-a-D-Glucose 1 (Abb. 6).12°

0 OH 0
o
OH &14 H%o ‘ NH
o] 0
o : N W o
o (H) NS >0 Pyridin, Rt, 4 d oo P
o) (0] _— (0] (6]
o-Pvg + ° e @
HOI 6] 59%

(CgH )EH Oof OH OH OH

3 sH17)s 32 1

Abbildung 6: Synthese von UDP-a-D-Glc 1 nach der Amidatmethode

Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur in einem Zeitraum von vier Tagen
durchgefuhrt. Bedingt durch die hohe Instabilitdt des Produktes bei niedrigen pH-
Werten wurde Pyridin als optimales Losungsmittel gewahlt. Das Zuckerphosphat
wurde als Trioctylammoniumsalz eingesetzt, welches zusatzlich zu der Stabilitat des
Produktes beitragen sollte. Mit dieser Methode konnte UDP-a-D-Glc 1 erfolgreich mit
einer Ausbeute von 59% synthetisiert werden und es entstanden lediglich kleine
Mengen der Nebenprodukte, wie Uridinmonophosphat (UMP)25 und
Diuridindiphosphat 26. Allerdings stellte die Ldslichkeit anderer
Nucleosidphosphoramidate in Pyridin ein grof3es Problem dar. Deshalb wurden
weitere Nucleosidphosphoramidate bezuglich ihrer Loslichkeit und Reaktivitat
untersucht.?”) Es zeigte sich, dass die Amidate von starken Basen wie Piperidin sehr
reaktiv in den Kupplungsreaktionen waren, jedoch nur in geringen Ausbeuten
erhalten werden konnten. Dagegen konnten die Amidate schwacher Basen wie p-
Anisidin in sehr guten Ausbeuten dargestellt werden, zeigten sich jedoch als sehr

reaktionstrage bei der Darstellung von NDP-Zuckern. Als gute Alternative erwiesen
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sich Nucleosidphosphormorpholidate 27, die hervorragende Ldslichkeit und hohe
Stabilitat im Vergleich zu den oben beschriebenen Amidaten zeigten.

Die Umsetzung des 4-Morpholin-N,N*-dicyclohexylcarboxamidiniumsalzes des
Nucleosidphosphormorpholidates 27 mit zwei bis drei Aquivalenten des
Zuckerphosphates 28 als  Trioctylammoniumsalz in  Pyridin  ergab die
Nucleosiddiphosphatglycoside 29 in den Ausbeuten von 63 bis 70% (Abb. 7). Mit
der Morpholidatmethode gelang vielen Arbeitsgruppen die Synthese naturlicher als
auch nicht-naturlicher Zuckernucleotide, inklusive NDP-Heptosen und fluorierter
UDP-Glucose 30 und -Galactose 31.

(@]
HO ? P ase 1l ] Base

g (\N OI@ 0 o Pyridin, Rt, 4 d O/F\O/F\O
hg O+ o\) 0, O, 0
® o4 OH 63-70%
(CgH17)3NH €] OH OH
CgHqHN
28 \_NHCGH11 27 29

O
(6)
Abbildung 7: Synthese von NDP-Zuckern nach der Morpholidatmethode

Die langeren Reaktionszeiten dieser Kupplung fuhren jedoch zu unerwinschten
Nebenreaktionen oder hydrolytischer Spaltung der entstandenen NDP-Glycoside.
Somit wurde vermehrt nach einem geeigneten Katalysator gesucht, der die
Reaktionszeiten verklrzt und die labile Pyrophosphatbindung des Produktes nicht
angreift. Wittmann und Wong fanden 1H-Tetrazol 38 als effektiven Katalysator fir die

Morpholidatkupplung.?®!

Fir die ausschlaggebende katalytische Wirkung ist
vermutlich die Tatsache verantwortlich, dass Tetrazol sowohl als Brdnstedt-Saure
(pPKa =4.9) als auch als Nucleophil fungiert. Tetrazol 38 protoniert zunachst die
Morpholidatgruppe am Stickstoffatom, die zu einer leicht abspaltbaren Gruppe wird,
und greift anschlieBend das elektrophile Phosphoratom an. So entsteht ein sehr
reaktives Intermediat, Nucleosidmonophosphotetrazolid 33 (Abb. 8, S. 10), das die
Kupplungsdauer zu NDP-Zuckern auf 48 Stunden verkirzt. Die betrachtliche

Toleranz des Tetrazols 38 gegenuber verschiedenen funktionellen Gruppen erlaubte
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eine schnellere Synthese der NDP-Zucker, welche Modifikationen am Zucker™ oder
auch am Nucleosid®" tragen.

?
_P. Base
//N\N 0
N\ 0, o
N=
OH OH
33

Abbildung 8: Nucleosidphosphotetrazolid 33

Alternativ zur Tetrazolkatalyse setzten Wagner und Collier, inspiriert durch die
friihere Synthese von Nikotinamidadenindinucleotid 342, erfolgreich die Lewissaure
MnCl, als Katalysator ein. Sie synthetisierten GDP-o-D-Man 187, welche eine
Modifikation an der Nucleobase tragt.’¥ Die Reaktionsdauer betrug bei
Raumtemperatur sechs Tage und lieferte das gewlnschte Produkt mit einer
Ausbeute von 56%. Allerdings schlugen weitere Versuche zur Darstellung von NDP-
Zuckern der Pyrimidinnucleobasen bis heute fehl.**

Cramer et al. Dberichteten von Nucleotidimidazoliden 35 als aktivierte
Ausgangsverbindungen fur die Synthese von Nucleotidderivaten, wie Nucleosiddi-
und -triphosphaten, FAD und einigen NDP-Zuckern.® Die Synthese der
Nucleosidmonophosphatimidazolide 35 aus NMP 36 und N,N*“-Carbonyldiimidazol
(CDI) 37 verlauft unter milden Bedingungen und bendtigt keine Schutzgruppen fur
das Nucleosidmonophosphat. Desweiteren werden bei den Kupplungen mit NMP-
Imidazoliden 35 keine katalytischen Zusatzreagenzien wie Tetrazol 38 bendtigt und

die Ausbeuten hangen weniger vom Lésungsmittel ab.*®!

Baisch und Ohrlein synthetisierten mit Hilfe der CDI-Aktivierungsmethode eine Reihe
von naturlichen und nicht naturlichen Zuckernucleotiden in Ausbeuten bis zu 91%.
Dabei dauerten die Reaktionen bis zu 50 Stunden bei Raumtemperatur (Abb. 9,
S. 11).*”) Die hohen Ausbeuten sind auf den Einsatz von vollstiandig acetylierten
Zuckerphosphaten zuruckzufuhren. Wie Ishimizu et al. gezeigt haben, lieferten die
Kupplungsreaktionen mit ungeschutzten Zuckerphosphaten nur moderate
Ausbeuten, auch wenn die Loslichkeit der Monophosphate durch die

Trioctylammonium-Gegenionen  gewihrleistet war.®®  Weiterhin  entwickelten
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Jacobson et al. erfolgreiche Synthesen von verschiedenen UDP-Zucker mit Hilfe der

CDI-Methode. Dabei waren diese NDP-Zucker an Nucleobase oder Ribose

modifiziert.*!
CDI 37. DMF N/\N/lg\o B acetyliertes Glycosyl-1-
. DMF, ,
Rt, 40 min _ \/ Og 0 phosphat, Rt, 50 h
75-91%
OH OH
I B 35
HO1 O |
° © 1. ,(\%Féﬁogz%itﬁ’ NDP-Glycosid 29
eCN, :
OH OH Rt, 5 min o
2. N-Me-Imidazol 40, _ | i B
36 Et3N, MeCN, SN NP acetyliertes Glycosyl-1-
0°C,510min _ —/ Og 0 phosphat, 0 °C, 2 h
<48%

F;COCO  OCOCF;

39

Abbildung 9: Synthese der NDP-Zucker aus NMP-Imidazoliden nach Cramer und
Bogachev

Bogachev et al. stellten 1996 Nucleotidmethylimidazolide 39 als aktivierte Nucleotide
fiir  die  Synthese  von  Desoxynucleotidtriphosphaten  vor.*®  Die
Triethylammoniumsalze der NMP  wurden mit dem Uberschuss an
Trifluoressigsaureanhydrid in Gegenwart von Triethylamin und N,N-Dimethylanilin in
Acetonitril geschitzt. AnschlieRende Zugabe von N-Methylimidazol 40 ergab die
elektrophilen NMP-N-Methylimidazolide 39 (Abb. 9). Die Intermediate wurden ohne
Reinigung mit anorganischen Phosphaten umgesetzt. Anschliellende Abspaltung der
Trifluoracetylschutzgruppen lieferte die entsprechenden Nucleosidtriphosphate. Die
Methode wurde fur die Synthese von verschiedenen Zuckernucleotiden angewendet,
wobei die gewilnschten Produkte aufgrund der hohen Reaktivitat der NMP-N-
Methylimidazolide 39 schon nach 2 bis 3 Stunden bei 0 °C erhalten wurden.*" So
konnten Marlow und Kiessling mit der Methode erfolgreich die synthetisch
anspruchsvolle UDP-a-D-Galactofuranose 41 darstellen.*?! Nachteile dieser Methode
sind zum einen die Ausbeuten unter 48% sowie die Bildung der
Dinucleosiddiphosphate.

-11 -
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Eine weitere Methode der Phosphoramidataktivierung entwickelten Borch et al.**! Sie
synthetisierten einen Benzylester des Brombutylphosphoramidats von Thymidin 42.
Dieses cyclisiert in situ nach der hydrogenolytischer Spaltung des Benzylesters zu
dem Zwitterion 43. Dieses hochreaktive Intermediat ergab in der Reaktion mit
B-D-Glucose-1-phosphat 3b nach einer Stunde die entsprechende dTDP-B-D-
Glucose (dTDP-B-D-Glc) 44 mit einer Ausbeute von 77% (Abb. 10). Zur Erhéhung
der Loslichkeit des Glycosylphosphates wurde der Reaktion
Tetrabutylammoniumchlorid zugesetzt. Die ungewohnlich kurzen Reaktionszeiten
machen diese Synthese sehr ansprechend. Man sollte jedoch die neunstufige
Synthese des Phosphoramidates 42 und auch die Bildung der Nebenprodukte bei

der intramolekularen Cyclisierung zu dem Zwitterion 43 bedenken.

0 \fk /K Hy, Pd/C, THF, g
Br(H,C)pe. P R, 1.5h43 (ﬁ”i&/\o
N | o o > I® 05 ) _o
OBn

OH OH
42 N 43 N
0
B-Glc-1-phosphat 3b, o} )\
Pyridin, TBAC, _P. }g\
Rt, 1h © 6 04 Oj
77%

Abbildung 10: Synthese von dTDP-B-D-Glucose 44 nach Borch et al.

Die verbreitete Verwendung der Phosphor-(ll11)-Chemie in der Oligonucleotidsynthese
inspirierte van der Marel et al. dazu, die reaktiven Phosphoramidite fur die
Zuckernucleotidsynthese einzusetzen.*!! Sie berichteten von der Synthese der UDP-
o-D-GIcNAc 7 und zwei weiteren nicht-naturlichen UDP-Zuckern 47 (Abb. 11, S. 13).
Uridinphosphoramidit 45 wurde in einer vierstufigen Synthese mit 93% Ausbeute
dargestellt. Dabei wurde die Cyanoethylgruppe am Phosphit als am leichtesten unter
basischen Bedingungen abspaltbare Schutzgruppe gewahlt. Die mit Dicyanoimidazol
(DCI) aktivierte Kupplung des Phosphoramidits45 und des silylierten
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Zuckerphosphats 46 lieferte in 30 Minuten ein Phosphat-Phosphit-Intermediat,
welches in situ mit tert-Butylhydroperoxid zu einem Diphosphat oxidiert wurde. Die
anschlieBende Abspaltung aller Schutzgruppen und der lonenaustausch sowie die
Reinigung mittels RP-18-Chromatographie ergab die entsprechenden UDP-Zucker
mit einer Ausbeute von 63 bis 76%.

o o
1. silyliertes Glycosyl-
) f‘\NH phosphat 46, DClI, OH f‘\NH

N “No _ MeCN,Rt,0.5h s/o e Q o

0 2. tBUOOH Ho—x oo N
W o 3. DBU, HF/Et3N, NH,OH e O Og o
N=C >
OAc OAc 63-76% OH OH
45 47

Abbildung 11: Synthese von UDP-Zuckern aus Uridinphosphoramidit 45

222 Synthese der NDP-Zucker durch Glycosylierung der
Nucleosiddiphosphate

Die Synthesen der Zuckernucleotide durch Kupplung der Nucleosiddiphosphate am
terminalen Phosphat mit elektrophilen Glycosyldonatoren sind relativ neu. Die
Glycoside werden am anomeren Zentrum mit einer Abgangsgruppe wie z. B. einem
Halogenid versehen. Es kann aber auch ein 1,2-Anhydroglycosid als Glycosyldonor
verwendet werden. Da bei diesen Reaktionen eine neue Bindung am anomeren

Zentrum gebildet wird, stellt die Stereokontrolle hier die grofte Herausforderung dar.

Arlt und Hindsgaul berichteten von einer Methode, die von einem benzylierten
Glycosid ausgeht (Abb. 12, S. 14).% Dieses wird mit Oxalylbromid halogeniert und
mit dem Tetrabutylammoniumsalz des Nucleotids umgesetzt. Nach einer
anschlieRenden hydrogenolytischen Spaltung der Benzylschutzgruppen erhalt man
den gewlnschten NDP-Zucker. So konnten UDP-D-Galactose (UDP-Gal) 57, UDP-D-
Arabinose (UDP-Ara) 48 und GDP-L-Fuc 18 in Ausbeuten von 10 bis 30% Uber drei
Stufen erhalten werden. Dabei betrug das Anomerenverhaltnis o/f in Abhangigkeit
vom pH-Wert 1:1-3:1. Uchiyama und Hindsgaul berichteten 1998 von der Synthese

funf weiterer UDP-Zucker, wobei hier Derivate des Per-O-trimethylsilylgalactosids
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verwendet wurden. Die isolierten Ausbeuten betrugen 30-40%. Auch hier erfolgte
keine Stereokontrolle."®!

1. CZOZBrZ, CH,Cl,, DMF, Rt, 0.5 h OH
@ 2. NDP (NBuy), CHoCly, Rt, 2-5 h §/O 6 o
3. Hyp, Pd/C P. P B
o) 2; 2 07470740
» HO
BnO/\/Aé \AN O@ Oe o
10-30%
OH ° OH OH
49 29

Abbildung 12: Synthese von NDP-Zuckern aus Glycosylbromiden

Timmons und Jakeman verbesserten die oben beschriebene Synthesestrategie,
indem sie den Nachbargruppeneffekt der Acetyl- bzw. Benzoylschutzgruppen
ausnutzten (Abb. 13).41 Auf diese Weise konnten a-D-Mannose und B-L-Fucose
verknupfte Nucleosiddiphosphate von Guanosin und Uridin in Ausbeuten
vergleichbar mit der Hindsgaul-Methode (31-38%) dargestellt werden. Die
Mdglichkeit der Stereokontrolle mittels Nachbargruppeneffekts verleiht dieser
Methode einen erheblichen Vorteil. Allerdings werden auf diesem Weg nur die 1,2-

trans-konfigurierten Produkte erhalten.

OH o)
OH
1. UDP 51, Et3N, MeCN, o -0 s
oA 80°C, 0.5 h Ho ? 9
OAc  2.2:2:1 MeOH/H,O/Et;N, oo o Noo
ACO/&Q‘ Rt, 24 h _ % % :O:
AcO o
Br 33% OH OH
50 52

OAc
/<Bro
e) [©)
-0 o

AcO
AcO

Abbildung 13: Stereoselektive Synthese von UDP-a-D-Mannose 52

Im Jahre 1998 publizierten Hanessian et al. eine Methode, bei der Glucose durch

eine 3-Methoxypyridin-Gruppe (MOP) am anomeren Zentrum fur die Synthese mit
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einem Uridindiphosphat (UDP) 51 aktiviert ist (Abb. 14, S. 15).®! Ein Vorteil dieser
Reaktion ist, dass die Edukte ungeschutzt eingesetzt werden. Nach vollstandiger
Umsetzung innerhalb von drei Stunden wurde der Uberschuss an UDP 51 durch
Zugabe von alkalischer Phosphatase zerstort und somit in besser abtrennbare
Nucleoside Uberfuhrt. Dieses erleichtert die anschlieBende Reinigung der
Zuckernucleotide, welche mit Ausbeuten von 55 bis 60% erhalten wurden. Auch bei

dieser Methode entstehen untrennbare o/f-Gemische im Verhaltnis 3:1 bzw. 4:1.

OH 0
OH . NH
S/ om UDP 51, DMF, Molsieb, o} o o | /K
O e o > >
HO/\/A/O ~ 0 Re3h - Ho \A%o/f"’\o/!:l’\o e
[ O. O
N~ 55-60% °° °
OH OH
53 54

Abbildung 14: Synthese von UDP-Glycosiden 54 nach Hanessian

Eine aktuellere Methode wurde 2007 von Ferriéres et al. publiziert.*¥ Die freie Saure
des Uridindiphosphates wurde mit einer aktivierten Glycofuranose 55 umgesetzt
(Abb. 15). Die Aktivierung des anomeren Zentrums wurde durch ein
Benzimidazolthioglycosid erreicht. Die Reaktionszeiten schwanken von zwei Minuten
bis drei Stunden je nach eingesetztem Zucker. Dabei konnte man eine Zersetzung
des Produktes bei langeren Reaktionszeiten beobachten. Auch hier wurde die
Reinigung der entstandenen Tetrabutylammoniumsalze der UDP-Zucker 54 durch
den Einsatz von alkalischer Phosphatase erleichtert. Die UDP-Zucker wurden in

Ausbeuten von 21 bis 37% als a/B-Gemische im Verhaltnis 1:1 bzw. 1:2 isoliert.

NH

HN@ OH ? ¢ fj\
<~ UDP51,DMF, O Po P Vo

P ST e

HO” R OH 21-37% OH OH

55 56

Abbildung 15: Synthese von UDP-Zucker 56 mit Thioimidoylglycosid 55

-15 -



Kenntnisstand

Inspiriert durch die anomerenreine Methanolyse der 1,2-Anhydrozucker,™
verwendeten Ernst und Klaffke diese Zucker zur Glycosylierung von
Nucleosiddiphosphaten (Abb. 16). Jedoch war in diesen Fallen die Stereokontrolle
weniger effektiv als bei der Methanolyse. Abhangig von den Schutzgruppen am
Zucker, sowie auch vom Zucker selbst, wurden Anomerengemische mit o/fp-
Verhaltnissen von 1:1 fur UDP-Glc 1, UDP-Gal 57 und UDP-Fuc 58, 5:3 fur UDP-
Xyl 59 und 3:1 fur UDP-Ara 48 erreicht. Die Ausbeuten lagen zwischen 30 und
60%.51%4

O
1. UDP (NBug) 51, CH,Cl,, —70 NH
Rt, 16 h HO/\/% o o L
, 2 TBAF, THF, &P oo e
. 0°C—>Rt, 0.5h _ Q "¢ o
© 30-60% OH OH
61 1, 48, 57-59
DMDO, CH,Cl,,
0°C,1h
72
TESOQ
60

Abbildung 16: Glycosylierung von UDP mit 1,2-Anhydrozuckern

2.3 Chemische und enzymatische Synthesen von

Nucleosiddiphosphat-Oligosacchariden

Die biologische Funktion der schon in den 60er Jahren isolierten NDP-
Oligosaccharide ist weitgehend ungeklart. Da die entsprechenden Di- und
Trisaccharideinheiten in Oligosacchariden und deren Derivaten vorgefunden wurden,
liegt die Vermutung nahe, dass solche NDP-Oligosaccharide als aktivierte Substrate
der Oligosaccharyltransferasen dienen konnten. Der Zugang zu nucleotidaktivierten

Oligosacchariden mit chemischen oder enzymatischen Methoden kann bei der
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Aufklarung der Biosynthese sowie biologischer Funktionen solcher Glycokonjugaten
helfen.

Elling et al. und Vliegenthart et al. berichteten von enzymatischen Synthesen der
UDP-Lactose (UDP-Lac) 62 und UDP-LacNAc 8 mit Hilfe der aus Menschen- und
Rindermilch isolierten [B-1,4-Galactosyltransferase. Als Acceptor dieser Leloir-
Glycosyltransferase dienten UDP-a-D-Glc 1 und UDP-a-D-GIcNAc 7. Dabei wurde
Galactose 124 von UDP-Gal 57 transferiert (Abb. 17).1°%

UDP-Gal 57 UDP 51

OH U OH OH OH
o] B-1,4-Galactosyltransferase Q o
HO
HO 30°C, 7d HO °ho
NH on NH
Ac”  OUDP Umsetzung 15% AC OUDP
7 isoliert 5% 8

Abbildung 17: Enzymatische Synthese von UDP-LacNAc 8 mit

B-1,4-Galactosyltransferase

Lactose Glc

OH U

OH
o B-Galactosidase OH OH
HO -5°C,2d 0 o
HO 0
o} HO

H
OH
oubp Umsetzung 31% OH
1 isoliert 8% 62 oubp
OH OH
o)
OH
HO 0 OH

OH 0

HO 0 °

HO
OH
OH
OuDP
63

Abbildung 18: Enzymatische Synthese von UDP-LacNAc 62 mit p-Galactosidase
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Des Weiteren setzten sie Nucleotidzucker als Acceptorsubstrate fur B-Galactosidase
in den Transglycosylierungsreaktionen mit Lactose als Donor ein (Abb. 18, S. 17).°4
Das Enzym p-Galactosidase wurde aus dem grampositiven Bakterium Bacillus
circulans isoliert. Aufgrund von mangelnder Selektivitat des Enzyms gegenuber
Acceptorsubstraten werden nicht nur UDP-Glc 1 und UDP-GIcNAc 7 erkannt sondern
auch neu gebildete UDP-Lac 62 und UDP-LacNAc 8, was zu einer Bildung von UDP-
Trisacchariden fuhrt.

Die isolierten Ausbeuten in beiden oben beschriebenen Fallen lagen allerdings unter
10%. Desweiteren sind diese Methoden nur auf naturliche Substrate begrenzt,

vorausgesetzt die bendtigten Enzyme liegen vor.

Finney et al. synthetisierten UDP-Chitobiose 64 fur die Aufklarung des
Funktionsmechanismus der Chitin-Synthase. Diese ist eine fur die Polymerisation der
UDP-GIcNAc 7 unter Ausbildung von Chitin verantwortliche Glycosyltransferase. Die
Darstellung erfolgte nach der mit Tetrazol 38 katalysierten Morpholidat-Methode.

Dabei diente Chitobiose-1-phosphat 65 als nucleophiles Reagenz (Abb. 19).

0
OAc OAc o [ NH
AcO 2 6 o) I A
AcO AcO o P N" ™SO0
NH ¢ | + (\Né ©
, NH| _R__© o\) o o
AG AC O \Oo
65 © 27 OH OH

1. Tetrazol, Pyridin| 479,
2. NH3, Methanol

OH OH 0
o}
HO Q
0] NH
m HO o o fl\/g
NH TR
/ NHI P _P< N~ >0
Ac A 06 o/é ©
© © 0]
OH OH
64

Abbildung 19: Synthese von UDP-Chitobiose 64 nach der Morpholidat-Methode

Takaku et al. berichteten von der Synthese der UDP-LacNAc 8 und ihres
Regioisomers Gal(18—3)GIcNAc-UDP 66 durch Kondensation der entsprechenden
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Disaccharidphosphate 67-68 und UMP-Imidazolidat 35 in Pyridin (Abb. 20). Beide

Nucleotiddisaccharide 8 und 66 konnten als Ammoniumsalze mit einer Ausbeute von

77% isoliert werden.®®

o)
OAc OAc OAc o fﬁ"ﬁ
0 [l N" >0
0 © TN
AcO AcO (0] + N~ 40
C [l NQ/ O@ o
Ohc NH R~
Pl TNC
Ac (R OH OH
67 35
1. Pyridin, Rt

2. EtsN/Wasser/Methanol | 77%
3:3:7 (viviv), 35 °C, 24 h

H OH

0 OH o
0
Q
NH
HO&/O HO o o f{&
OH I:! lpl N" =0
/NHO/‘ \O/‘ \O
Ac O@ O@ )

OH OH

Abbildung 20: Synthese von UDP-LacNAc 8 aus dem UMP-Imidazolidat 35

2.4 cycloSal-Nucleotide als aktivierte NMP

Einen neuen Weg zur Darstellung der Zuckernucleotide bietet das cycloSal-Konzept,
das ursprunglich 1996 von Meier et al. als ein Prodrug-Konzept fur biologisch aktive
Nucleotide entwickelt wurde.® In den meisten Fallen ist der erste
Phosphorylierungsschritt von Nucleosidanaloga gehemmt. Daher wird versucht die
Nucleosidmonophosphate direkt in die Zelle zu bringen.””! Um den zweifach negativ
geladenen Nucleotidanaloga die Passage der hydrophoben Zellmembran zu
ermdglichen, werden die negativen Ladungen maskiert. In Abbildung 21 (S. 20) ist

eine allgemeine Struktur der cycloSal-Nucleosidmonophosphate 69 dargestellt.
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o’ (@] e)
Xx—— | L
N o Pa,
“Nucleosid
69

Abbildung 21: Struktur der cycloSaligenyl-Nucleotide 69

Im Gegensatz zu anderen Pronucleotid-Systemen kommt das cycloSal-Konzept bei
der Freisetzung der lipophilen Maske ohne eine enzymatisch katalysierte Aktivierung
und ohne einen zweiten Aktivierungsschritt aus. Als Maske werden Salicylalkohol-
Derivate  verwendet, die mit einem Nucleosidmonophosphat cyclische
Phosphattriester-Derivate ergeben. Der aromatische Ring der cycloSaligenyl-
Nucleosidmonophosphate (cycloSal-NMP) verleiht den Verbindungen ausreichende
Lipophilie und ermdglicht somit einen passiven Transport durch die Zellmembran.®
Diese besondere Struktur der cycloSal-Verbindungen ermdéglicht eine hochselektive
hydrolytische Freisetzung des Nucleotids. Die Abspaltung erfolgt nach einem pH-
abhangigen Kaskadenmechanismus, dem zwei Hydrolyseschritte zugrunde liegen
(Abb. 22, S. 21). Da die Phenyl-, Benzyl- und Alkylphosphatester-Bindungen von
unterschiedlicher Labilitat sind, gelingt eine selektive chemische Hydrolyse.

Die phenylische Phosphatesterbindung stellt die labilste der drei Esterbindungen dar,
so dass die Freisetzung des Nucleotids aus dem Phosphattriester 73 durch die
selektive Spaltung dieser Bindung eingeleitet wird. Es resultiert ein
mesomeriestabilisierter 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 74. Als Konsequenz der
Spaltung wird der ortho-Substituent der benzylischen Phosphatesterbindung von
einem sehr schwachen Donorsubstituenten (Phosphatestergruppe) in einen starken
Donorsubstituenten (Hydroxylgruppe) uberfuhrt. Dieser Wechsel induziert nach einer
intramolekularen Protonenubertragung die spontane Spaltung der benzylischen C-O-
Bindung. Es wird das Nucleotid sowie, nach der Umsetzung mit Wasser, der
Salicylalkohol 75 freigesetzt. Das cycloSal-Konzept konnte erfolgreich auf viele

Nucleosidanaloga angewendet werden.!**%%
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. . 0
N 0 Aktivierungsschritt IF;
X | O Hy0 “Xr"N0'4 “ONucleosid
o PL . X-— 0
(@) ONucleosid = ©
pH>7 OH
73 74
intramolekularer
Protontransfer
o)
||
® P
7 O' 4 “ONucleosid
Xu_/ 5 H %o
©
spontan
0
7N OH B
— e -
T * 7 071 “ONucleosid
OH c©
75 76

Abbildung 22: Hydrolyse von cycloSal-Nucleosidmonophosphatestern

Da die Freisetzung der Nucleotide durch einen nucleophilen Angriff am
Phosphoratom stattfindet, konnten cycloSal-Verbindungen durch die Umsetzung mit
verschiedenen Nucleophilen zur Darstellung von entsprechenden
Nucleosidkonjugaten genutzt werden (Abb. 23, S. 22).°"%2I Durch den nucleophilen
Angriff der Mono- und Diphosphate in Form ihrer tert-Butylammoniumsalze konnten
die entsprechenden natirlichen Nucleosiddi- bzw. -triphosphate sowie auch die
NDP- und NTP-Analoga erfolgreich synthetisiert werden. Des Weiteren wurden
ausgehend von cycloSal-Nucleotiden verschiedene Dinucleosid-5°,5-di- und
-tetraphosphate mit Ausbeuten bis zu 60% synthetisiert. Die Reaktionen mit
entsprechenden Glycosylphosphaten ergaben in guten Ausbeuten anomerenreine
NDP-Pyranosen. Auch die kinetisch kontrollierten Kupplungen mit den am anomeren
Zentrum deprotonierten Glycosiden fuhrten zu NMP-B-Glucose und -Galactose. Das
entsprechende Mannose-Derivat konnte allerdings nur als Anomerengemisch

dargestellt werden.®®!
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N(nBu), /
ﬁ
\&l o
N(nBu),),HPO4 OH OH

o b B B o OH OH
O// \o// \o &/0
O@ O@ o Ho/wﬂ
N(nBu),)3HP,07 o-Ff OS
(o} (o}
/ \ / \ P. P.
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Abbildung 23: Synthetisches Potenzial von cycloSal-Nucleotiden

Die Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-Nucleotide hangen stark von den
Substituenten am aromatischen Ring ab. Die Ergebnisse der Hydrolysestudien von
unterschiedlich substituierten cycloSal-d4TMP-Derivaten sind in Tabelle 1 (S. 23)

dargestellt.[*!

Donorsubstituenten am aromatischen Ring in ortho- und para-Stellung zur
Phenylphosphatesterbindung  stabilisieren und  verlangsamen somit die
Reaktionsgeschwindigkeit des ersten Schrittes der cycloSal-Ringoffnung. Im Fall der
Pronucleotide werden die gréleren Hydrolysehalbwertszeiten angestrebt, damit sie
intakt an ihren spezifischen Wirkort im Korper gelangen konnen. Die Substituenten
wie 3-Methyl, 5-Methyl, 3-tert-Butyl und 3,5-di-tert-Butyl stabilisieren die Bindung und
vervielfachen die Hydrolysehalbwertszeit im Vergleich zur unsubstituierten
Verbindung (cycloSal-d4TMP).

Die in ortho- und para-Stellung zur phenylischen Phosphatesterbindung
acceptorsubstituierten cycloSal-Derivate weisen in allen Puffergemischen viel
niedrigere Hydrolysehalbwertszeiten auf, wobei eine Abnahme der Halbwertszeiten
mit steigender Acceptorstarke beobachtet wurde. Die Acceptorsubstituenten wie zum
Beispiel die Chlor- oder die Nitro-Gruppe neigen nach der Offnung des cycloSal-
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Ringes zur Stabilisierung des entstehenden Phenolations, weswegen die
Reaktionsgeschwindigkeit erhoht wird.

Tabelle 1: Hydrolyseverhalten verschieden substituierter cycloSal-d4TMPs in

unterschiedlichen Puffersystemen bei 37 °C

cycloSal- TRIS-Puffer Phosphat-Puffer Borat-Puffer
Substituent X pH 6.9, 30 mM pH 7.3, 30 mM pH 8.9, 30 mM

t12 [h] t1/2 [h] t12 [N]

5-NO, 4.1 0.15 0.06
5-Cl 6.4 0.7 0.3
3-OMe 9.5 1.4 0.4
H 24.5 4.5 1.1
5-Me 28.3 8.0 1.3
3-Me 68.5 10.2 1.5
3-tBu n.d. 96.0 n.d.
3,5-tBu n.d. 73.0 n.d.

S. Wendicke konnte erfolgreich cycloSal-aktivierte Nucleosidmonophosphate mit
verschiedenen Glycosyl-1-phosphaten zu den entsprechenden NDP-Zuckern
umsetzen (Abb. 24, S.24)%% Auf diesem Syntheseweg konnte sie verschiedene
2’-Desoxythymidin- und 2’-Desoxycytidindiphosphatglycoside erfolgreich herstellen.
Sie optimierte in ihren Arbeiten die Synthese der Zuckernucleotide, indem sie
Einflisse des Ldsungsmittels und der Temperatur auf den Reaktionsverlauf
untersuchte. Es wurde festgestellt, dass die Erhdhung der Reaktionstemperatur
sowie der Reaktionszeit bei unreaktiveren cycloSal-Triestern, wie z. B. 5”-Chlor-
cycloSal-NMP, notig war. Die Untersuchungen zur Losungsmittelabhangigkeit
zeigten, dass Pyridin eine Nebenreaktion mit dem Phosphattriester eingeht und zur
Bildung eines unerwlnschten Phosphatdiesters fuhrt. Aullerdem wurde die
Isolierung durch Pyridin als Gegenion erschwert. Die Umsetzung in DMF lieferte
dagegen zum groften Teil die gewlnschten Produkte. Des Weiteren wurde die
Abhangigkeit der Ausbeuten von der Lipophilie des Gegenions untersucht, wobei
tert-Butylammonium, Trioctylammonium und Triethylammonium getestet wurden. Da

allerdings kein Einfluss des Gegenions auf die Ausbeute festgestellt werden konnte,
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wurden die NDP-Zucker weiterhin als Triethylammoniumsalze synthetisiert. Zur
Isolierung der Zuckernucleotide wurden chromatographische Methoden angewendet,
wobei Biogel, Sephadex® sowie RP-18-Kieselgel als stationdre Phasen dienten. Die
Isolierung der stark polaren Produkte gelang an RP-18-Kieselgel mit Wasser als
Eluent. Die Elektrophilie des Phosphoratoms im cycloSal-Phosphattriester wurde
durch Einflhrung verschiedener Acceptorsubstituenten beeinflusst. Die Reaktionen
mit 5”-Chlor-substituierten cycloSal-Nucleosidmonophosphaten litten selbst nach
mehreren Tagen an einer unvollstandigen Umsetzung. Die Umsetzungen von
cycloSal-Phosphattriestern, die in der 5-Position der cycloSal-Maske eine stark
elektronenziehende Nitrogruppe tragen, fuhrten zu hoheren Ausbeuten von 45 bis
50%. Weiter konnte durch die Einflhrung dieses starken Acceptorsubstituenten die

Reaktionszeit auf wenige Stunden reduziert werden.

OH

=T %o 1.DMF, 50 °C, 3 h-14 d oS —>—2 o 0
OAc ;O: Rt, 24 h O@ O@ o)
o g OAc 45-50% © —
Aco/\/Awo/ Peod ° 2xHNEt, OH
HO o 78 X = Cl, NO,
EtsNH

77 79

Abbildung 24: Syntheseroute zur Darstellung von NDP-Zuckern mit Hilfe der

cycloSal-aktivierten Nucleosidmonophosphate

Einerseits erwiesen sich die 5”-Nitro-substituierten Verbindungen im Vergleich zu
den donorsubstituierten cycloSal-Phosphattriestern als hoch labil, andererseits
eignen sich die acceptorsubstituierten cycloSal-Nucleotide auf Grund ihrer Reaktivitat
als Phosphatdonatoren. Es ist daher zu erwarten, dass Verbindungen mit
Acceptorsubstituenten, die (-)I- und (-)M-Effekte besitzen, sich ebenfalls ahnlich
gegenuber Nucleophilen verhalten. Zwei Vertreter solcher (-)I- und (-)M-
Substituenten sind die Cyano- bzw. die Methylsulfonylgruppe. Aus diesen Grunden
ist es von groRem Interesse cycloSal-Nucleotide mit diesen Gruppen an der ortho-
Position zu der Phenylphosphatesterbindung darzustellen und diese aktivierten

Phosphatdonatoren hinsichtlich ihres Potentials in der Synthese zu testen.
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Die cycloSal-Methode stellt eine attraktive Alternative zu den existierenden und in
Kapiteln 2.1-2.3 beschriebenen Synthesen zur Darstellung der Zuckernucleotide dar.
So kénnen die enzymatischen Methoden nur zur Darstellung der natirlichen NDP-
Zucker herangezogen werden, wobei die entsprechenden Enzyme zuganglich sein
sollten.?>#! Die chemischen Synthesen mit Nucleosiddiphosphaten und aktivierten
Glycosiden liefern Zuckernucleotide als Anomerengemische.*>*%% | ediglich in
wenigen Fallen konnte man den Nachbargruppeneffekt der Schutzgruppen
ausnutzen um zu den anomerenreinen Produkten zu gelangen.*’! Ein weiterer
Nachteil solcher Synthesen sind oft niedrige Ausbeuten. Im Gegensatz dazu liefern
die Reaktionen der Glycosidphosphate und aktivierter Nucleotide anomerenreine
NDP-Zucker. Allerdings dauern die Reaktionen oftmals mehrere Tage und mit
niedriger Effizienz wie z. B. bei der Morpholidat-Kupplung.?®%*! Bei der Aktivierung
der Nucleotide mit Imidazolen ergibt sich bei den Kupplungen mit Zuckerphosphaten
eine kurzere Reaktionszeit und hohere Ausbeuten. Bei diesen Reaktionen entstehen
neben den gewiinschten Produkten noch Dinucleosiddiphosphate.*®*"4% Jedoch
verbirgt sich manchmal hinter erfolgreicher Kupplung eine aufwendige Synthese der
Reaktionspartner, wie z. B. die neunstufige Synthese eines Phosphoramidates von
Thymidin 42 in der von Borch et al. entwickelten Methode!*®! oder eine zehnstufige
Synthese der Zuckerphosphate fur die Kupplungen der reaktiven Phosphoramidite
nach van der Marel et al* Die cycloSal-Nucleotide stellen dagegen schnell-
synthetisierbare  reaktive = Phosphatester dar, die sich zur schnellen
Zuckernucleotidsynthese eignen. Da allerdings die Ausbeuten noch nicht sehr hoch

sind, kann die Methode durchaus noch weiter optimiert werden.
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3. AUFGABENSTELLUNG

Aufgrund der biologischen Wichtigkeit der Nucleosiddiphosphatglycoside als
Substrate der Leloir-Glycosyltransferasen, deren Funktion und mdogliches
medizinisches Potential noch nicht vollstandig untersucht worden sind, besteht ein
erhohter Bedarf an NDP-Zuckern. Der Zugang zu den naturlichen Zuckernucleotiden
sowie deren Strukturanaloga wurde mit Hilfe einer effizienten chemischen Synthese

signifikant verbessert.

Die in unserem Arbeitskreis entwickelte Methode, basierend auf den cycloSal-
aktivierten Nucleosidmonophosphaten, konnte erfolgreich fur die Darstellung der
CDP-, dTDP- und dGDP-Pyranosen!®>®® sowie vieler weiterer phosphatverbriickter
Nucleosid-Biokonjugate!® angewendet werden. Da allerdings die erzielten
Ausbeuten fur NDP-Zucker noch nicht zufriedenstellend waren, sollte die Kupplung
hinsichtlich der Reaktionsbedingungen optimiert werden. An erster Stelle war das
Ziel neben hochreaktiven 5"-Nitro-substituierten cycloSal-Verbindungen auch 5%-
Methylsulfonyl- ~ und  5"-Cyano-substituierte = cycloSal-Phosphattriester  zu
synthetisieren, die eine mit 5“-Nitro-Verbindungen vergleichbare Reaktivitat
aufweisen sollten. Im Folgenden sollten diese Verbindungen durch Umsetzung mit

verschiedenen Glycopyranose-1-phosphaten die neue NDP-Zucker liefern (Abb. 25).

OH

IO o~ [ ]
oo B o \O/‘ ~0 B
OAc o} QY % o}
(o] O//P\(Sa OAc OAc (H) 2xHNEt; OH OH H)
HO o
EtsNH
77 78 X =NO, CH3SO, CN 79

Abbildung 25: Synthese unterschiedlicher NDP-Glycopyranosen
mit Hilfe der cycloSal-Phosphattriester
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Neben den NDP-Pyranosen wurden in verschiedenen Organismen auch NDP-
Oligosaccharide entdeckt. Die Funktion dieser Verbindungen und in ihrer
Biosynthese beteiligten Enzyme sind jedoch nicht vollstandig erforscht. Aus diesem
Grund sollte die Methode zur Darstellung von NDP-Pyranosen auch auf die Synthese
der NDP-Oligosacchariden ausgeweitet werden.

Die ersten Versuche zur Synthese von NDP-Disacchariden, wie UDP-Lactose 62 und
UDP-Maltose 80 nach der cycloSal-Methode waren erfolgreich.”®”! Im Rahmen dieser
Arbeit sollte das aus menschlicher Milch und Kolostrum isolierte UDP-Trisaccharid
(UDP-(1a)GIcNAc-(1p—4)Gal-(2a—6)NeuAc) 82 synthetisiert werden (Abb. 26).
Dabei bestand der Schwerpunkt in der Darstellung des anomerenreinen

Trisaccharidphosphates 81.

OAc
OAc COOH
AcO =z
AcHN - P
c OAc
AcO OAc
(0]
AcO ) Q 0
o AcO i
Ac /NH P
0~/ "OH
81 Ac o
© @
Et;NH
cycloSal-UMP
OH
OH COOH
HO B o
AcHN 2 OH
HO OH
(0] (0]
HO OHO 2 (0] (0] NH
> PN SO N
A O \o/é ~o N~ o
o S) o
®
82

Abbildung 26: Synthese von UDP-(1a)GIcNAc-(18—4)Gal-(2a—6)NeuAc 82
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4. RESULTATE UND DISKUSSION

4.1 Synthesestrategie

Die Darstellung diverser NDP-Glycoside 79 erfolgte in einer konvergenten Synthese
von Glycosidphosphaten 83 und verschiedener acceptorsubstituierter cycloSal-

Nucleotide 84 (Abb. 27).
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Abbildung 27: Konvergente Retrosynthesestrategie zur Darstellung der
NDP-Glycoside 79

Die Zuckerphosphate 83 wurden als reine Anomere ausgehend von Pyranosen 85
synthetisiert. Dabei wurden sie zur optimalen Ldslichkeit in organischen
Ldésungsmitteln, sowie zur Vermeidung moglicher Nebenreaktionen, mit

Acetylschutzgruppen versehen.
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Die Synthese der cycloSal-Nucleotide 83 stellt wiederum eine konvergente Methode
dar. Zum einen werden wie fur die Zucker, acetylierte Nucleoside 87 gebraucht und
zum anderen mussen die reaktiven Chlorphosphite 86 ausgehend von
verschiedenen Salicylalkoholen 88 synthetisiert werden.

Wie bereits im Kenntnisstand erwahnt, zeigten die ersten Ansatze zur Darstellung
von NDP-Pyranosen mit Chlor- und Brom-substituierten cycloSal-Phosphattriestern
eine unzureichende Effizienz. Diese Kupplungen zeichneten sich durch sehr lange
Reaktionszeiten, unvollstandige Umsetzungen sowie Bildung zahlreicher
Nebenprodukte aus. Eine wesentlich hohere Reaktivitat konnte durch Einsatz der
5“-Nitro-cycloSal-Nucleotide erreicht werden. Hier konnten die Reaktionszeiten auf
wenige Stunden reduziert und die Ausbeuten bis auf 60% gesteigert werden.
Demzufolge sollten die Kupplungen mit acceptorsubstituierten cycloSal-
Phosphattriestern erfolgen. Wie z. B. Cyano- und Methylsulfonyl-Substituenten, die
einen (-)I- und einen (-)M-Effekt aufweisen. So bestand eine Hauptaufgabe dieser
Arbeit in der Darstellung dieser Synthesebausteine. Die eigentliche Herausforderung,
die Optimierung der Methode zur Darstellung von NDP-Zuckern, wird in Kapitel 4.4
beschrieben.

4.2 Darstellung von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten

Die Synthese der reaktiven cycloSal-Phosphattriester erfolgte nach einer in der
Arbeitsgruppe etablierten Standardmethode, die die hohe Reaktivitat der
Phosphor(lll)-Verbindungen ausnutzt. Die Umsetzung beinhaltet zwei Schritte,
zunachst werden das reaktive cyclische Chlorphosphit 86 und das geschutzte
Nucleosid 87 zu einem Phosphittriester geknupft und anschlieBend zu der
entsprechenden Phosphor(V)-Verbindung 84 oxidiert.!®!

Die in der Arbeitsgruppe entwickelte Methode zur Darstellung der donorsubstituierten
cycloSal-Nucleotide (Abb. 28, S. 30) erwies sich fur die Synthese mit starken
Acceptoren substituierten Phosphattriestern als unzuverlassig. So konnten Nitro-
substituierte cycloSal-Nucleotide in nur 5 bis 20% Ausbeute synthetisiert werden.”
Zudem stellte sich diese Synthese als nicht zuverlaig reproduzierbar heraus. Die
Synthese eines Methylsulfonyl-substituierten Phosphattriesters nach dieser Methode
war ebenfalls nicht erfolgreich.®® Erst der Austausch des Oxidationsmittels gegen

Oxone®, sowie eine verbesserte Aufarbeitung des Rohproduktes erlaubte die
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Synthese des Nitro-substituierten cycloSal-Triesters in zufriedenstellender Ausbeute
und einem angemessenen Reinheitsgrad.’®® Die Grundbausteine dieser Methode
sind geschitzte Nucleoside und acceptorsubstituierte Salicylalkohole, deren

Synthesen in den folgenden Kapiteln naher erlautert werden.

1. DIPEA, Acetonitril, T~ 0o
5 220°C—Rt, 4 h G % B
HO. 2. tBuOOH, o 0
= | ? 0o -20 °C —Rt, 15 min 0
+
J /P\
© cl OAc OAc OAc OAc
86 87 84

Abbildung 28: Phosphor(lll)-Methode zur Synthese der donorsubstituierten
cycloSal-Nucleosidmonophosphate 84

4.2.1 Darstellung der Salicylalkohole

Die Synthese des 5-Nitrosalicylalkohols 89 erfolgte durch Reduktion des
entsprechenden Salicylaldehyd 90 bei milden Bedingungen, so dass die Nitro-
Gruppe toleriert wird.®® Die Reduktion wurde mit Natriumborhydrid in Ethanol
durchgefuhrt und das Produkt in hoher Ausbeute von 88% nach Umkristallisation aus

Wasser erhalten.

0]

NaBHy,, Ethanol, ON
OZN\@fj\H Rt, 16 h 2 \@\OH
OH OH

90 88% 89

Abbildung 29: Synthese des 5-Nitrosalicylalkohols 89 durch Reduktion von 5-
Nitrosalicylaldehyd 90

Aufgrund der nicht kauflich vorhandenen Methylsulfonyl- und Cyano-substituierten
Derivate der Salicylsdure bzw. des Salicylaldehyds, die eine Reduktion zu den
gewlnschten Produkten erlauben wirden, wurde auf die Hydroxymethylierung der

entsprechend substituierten Phenole ausgewichen.’™ Dabei wurden die Phenole
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zunachst in Dioxaborine Uberfuhrt und anschliefend mit Wasserstoffperoxid zu
Salicylalkoholen oxidiert.

PhB(OH),, (CH,0)j,
C,H5COOH, Toluol, H,0,, Essigsaure,

X
130 °C, 12 h \©f\9 Rt, 16 h X\@\OH
_B
o7 N OH

Ph

OH
91 X: -CN 93 X: -CN 95 X: -CN -
92 X: -SCH3 94 X: -SCH3 96 X: -SO,CH3  56%

Abbildung 30: Hydroxymethylierung der para-substituierten Phenole 91-92

4-Cyanphenol 91 und 4-Methylmercaptophenol 92 wurden mit Boronsaure und para-
Formaldehyd in Toluol bei 130 °C erhitzt, wobei das bei der Reaktion entstehende
Wasser durch einen Wasserabscheider entfernt wurde. Die Entstehung von
Dioxaborin 94 konnte durch 'H-NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden. Nach
dem Entfernen des nicht umgesetzten para-Formaldehyds wurde das Dioxaborin 94
mit Wasserstoffperoxid in Essigsaure bei 45 °C Uber Nacht hydrolysiert. Durch die
gewahlten Bedingungen wurde die gleichzeitige Oxidation der Methylsulfidgruppe in
eine Methylsulfonylgruppe erreicht.’" Der 5-Methylsulfonylsalicylalkohol 96 wurde
nach dieser Methode mit einer Ausbeute von 56% Uber zwei Stufen synthetisiert. Im
Gegensatz dazu schlug bei der Darstellung des Cyansalicylalkohols 95 schon die
Synthese des Dioxaborins 93 fehl. Vermutlich wirkt der stark elektronenziehende
Charakter der Cyangruppe zu desaktivierend auf das Phenol und verhindert somit

eine elektrophile Substitution am Aromaten.

Alternativ wurde versucht, 4-Cyanphenol 95 durch ortho-Formylierung in 5-Cyan-
Salicylaldehyd 97 zu Uberfuhren, um anschlieBend zum 5-Cyansalicylalkohol 95 zu
reduzieren (Abb. 31, S. 32). Fur diesen Syntheseweg standen zwei Methoden zur
Auswahl. Zum einen mit Urotropin nach Suzuki et all?, zum anderen mit

(73]

Paraformaldehyd nach Skattebal et al.'"™. Zur Reduktion sollten anschliel3end

Lithiumaluminiumhydrid sowie Natriumborhydrid getestet werden.
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1. Urotropin, TFA,

100 °C, 7-17 h
2. HyS04/H50,
Rt,0.5-2h
CN 0
LiAIH, bzw. ¢
_ NC\©£J\H NaBH, \©f\OH
(CH50),, MgC|2, ------------- e
TEA, MeCN OH OH
oH 95°C,6d
91 97 95

Abbildung 31: ortho-Formylierung von Cyanphenol 91 mit anschlieender
Reduktion

Die ortho-Formylierung nach Suzuki wurde mit Urotropin durchgefuhrt, das durch
seine Zersetzung im sauren Milieu zu Formaldehyd und Ammonium-lonen als
Formylaquivalent dient. In einem ersten Ansatz gelang es, das Salicylaldehyd-
Derivat 97 mit einer Rohausbeute von 22% darzustellen. Bei der nachfolgenden
Reinigung konnte allerdings das Nebenprodukt nicht entfernt werden. Da die ortho-
Formylierung als Testansatz durchgefuhrt wurde, reichte die Menge des Aldehyds 97
nicht fur die anschlieBende Reduktion aus. Leider erwies sich diese Art der ortho-
Formylierung fur 4-Cyanphenol 91 in etlichen Versuchen als nicht reproduzierbar.

Bei der Variante nach Skattebal wurden 3 Aquivalente para-Formaldehyd zu dem
Phenol 91 gegeben, da die Reaktionskontrolle mittels Dunnschichtchromatographie
(CH2CIl/MeOH; 9:1) nach 44 Stunden keine detektierbare Umsetzung zeigte, wurden
erneut 7 Aquivalente para-Formaldehyd zugegeben. Dieser Zusatz wurde wiederholt,
da nach zwei weiteren Tagen die dunnschichtchromatographische Kontrolle
dasselbe Ergebnis zeigte. Nach weiteren zwei Tagen ohne Veranderung wurde die
Reaktion abgebrochen und auf eine Aufarbeitung verzichtet.

Des Weiteren wurde versucht, die Darstellung des 5-Cyansalicylalkohols 95 nach
Rosemund-von-Braun-Reaktion ~ durchzufilhren.™  Die  Rosemund-von-Braun-
Reaktion findet mit einem leichten Uberschuss an Kupfer(l)cyanid in hochsiedenden
Lésungsmitteln wie Pyridin, N,N-Dimethylformamid, N-Methyl-2-pyrrolidin oder
Hexamethylphosphorsauretriamid statt. Bei dieser Reaktion wird das Bromatom einer
aromatischen Verbindung durch eine Nitrilgruppe ausgetauscht, wobei der
Mechanismus einer radikalischen Sandmeyer-Reaktion gleicht. Das Kupfer(l)cyanid

ist gleichzeitig der Katalysator dieser Reaktion.["
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In den Vorversuchen von S. Warnecke konnte keine Umsetzung von
5-Bromsalicylaldehyd 98 beobachtet werden.™ Aus diesem Grund wurde auf
5-Bromsalicylalkohol 99 als  Ausgangsverbindung ausgewichen, da die
Alkoholfunktion den aromatischen Ring starker aktiviert. Die Darstellung dieses
Salicylalkohols erfolgte problemlos durch die Reduktion von 5-Bromsalicylaldehyd 98
mit 2 Aquivalenten Lithiumaluminiumhydrid in THF.""! Der anschlieBende Austausch
von Brom durch eine Nitrilgruppe mittels einer Rosemund-von-Braun-Reaktion
schlug allerdings fehl (Abb. 32).

(0]
LiAlH4, THF, CuCN, DMF,
Br\@fJ\H Rt—80°C,3h ' 150 °C, 20 h 7/ NC\©f\OH
OH OH

OH
OH
99

98 83% 95

Abbildung 32: Reduktion des Salicylaldehyds 98 mit anschliel3ender
Rosemund-von-Braun-Reaktion

Da die Darstellung von  5-Cyansalicylalkohol 95 weder durch die
Hydroxymethylierung noch durch eine ortho-Formylierung, noch durch Substitution
am Aromaten zu einem Erfolg flhrte, wurde auf weitere Darstellungsversuche
verzichtet. Die vergleichsweise zuverlassig und mit sehr guten Ausbeuten
darstellbaren 5-Nitro- und 5-Methylsulfonyl-substituierten Salicylalkohole wurden fur

die Synthese von cycloSal-Phosphattriestern eingesetzt.

4.2.2 Darstellung der Saligenylchlorphosphite

Die Saligenylchlorphosphite werden nach einer in der Arbeitsgruppe etablierten
Methode synthetisiert.”® Dabei reagieren bei -20 °C die in absolutem Diethylether
gelosten Salicylalkohole mit Phosphor(lll)chlorid. Die tiefe Temperatur sowie die
richtige Verdunnung erlauben einen intramolekularen Ringschluss. Der dabei
entstehende Chlorwasserstoff wird durch das ebenfalls in absolutem Diethylether
geloste  Pyridin  abgefangen. Mit anschlielender  Schlenkfiltration  wird
Pyridiniumchlorid von den resultierenden cyclischen Saligenylchlorphosphiten

abgetrennt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels unter verminderten Druck bleiben
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die Saligenylchlorphosphite als Feststoffe zurlick. Aufgrund der hohen
Feuchtigkeitsempfindlichkeit und Reaktivitat wird bei den Chlorphosphiten auf eine
Reinigung verzichtet. Sie werden in Form von Rohprodukten als phosphitylierende
Agenzien fur die nachfolgende Darstellung von cycloSal-Nucleotiden eingesetzt.
Uber den erfolgreichen Verlauf der Reaktion wird mit Hilfe der *'P-NMR-
Spektroskopie entschieden, wobei fur die Produkte typische Signale zwischen150-
140 ppm erwartet werden. Die 'H-NMR-Spektren zeigen den Anteil an dem eventuell
noch vorhandenen Pyridiniumchlorid an und geben Aufschluss Uber den Anteil des

Saligenylchlorphosphites in dem Rohgemisch.

x PCls, Pyridin, THF/EO, x
\©f\0'* 20°C,1h, Rt, 1h \©f\?
OH ol

89 X = NO, 100 X = NO, 89%
96 X = CH3SO, 101 X = CH3S0, 69%

Abbildung 33: Synthese der Saligenylchlorphosphite 100-101

Mit der oben beschriebenen Methode konnten die Saligenylchlorphosphite 100 und
101 in sehr guten Ausbeuten von 69 bis 89% dargestellt werden.

4.2.3 Darstellung der geschutzten Nucleoside

Aufgrund der hohen Reaktivitat der Saligenylchlorphosphite kann es in den
Reaktionen mit ungeschutzten Nucleosiden zu unerwinschten
Mehrfachphosphitylierungen kommen.® Auch die Léslichkeit der Nucleoside, die
durch die Schutzgruppen der Hydroxy- und Aminogruppen gesteigert wird, spielt eine
wichtige Rolle in den nachfolgenden Reaktionen zur Darstellung der
Zielverbindungen. Als Schutzgruppe wurden Acetylgruppen verwendet, da diese zum
einen eine ausreichende Stabilitat wahrend der folgenden Syntheseschritte aufweist
und zum anderen einfach und unter milden Bedingungen von der Zielverbindung

abgespalten werden kann.

-34 -



Resultate und Diskussion

Die Darstellung der geschutzten Nucleoside 111-113 wurde auf einer bereits
erprobten dreistufigen Syntheseroute, ausgehend von Uridin 102, Guanosin 103 und

2'-Desoxyguanosin 104 angestrebt.l"!

Die Darstellung des geschutzten Guanosins 114 (Abb. 34) in einer vierstufigen
Synthese wurde bereits beschrieben, allerdings konnte mit der Verbindung 114 kein
cycloSal-Triester synthetisiert werden. Da die versuchte Darstellung nach dem fur

donorsubstituierte cycloSal-Nucleotide entwickelten Syntheseprotokoll erfolgte.®®

(0]
P
- ~
N N N/\ ~
HO |
(@)
OAc OAc
114

Abbildung 34: 2’,3’-O-Diacetyl-2-N-((dimethylamino)methylenyl)guanosin 114

Auch die erneuten Versuche zur Darstellung der Verbindung 114 nach dieser bereits
beschriebenen Methode scheiterten, wobei eine Zersetzung des Eduktes wahrend
der Acetylierungsreaktionen beobachtet wurde. Deshalb wurde eine neue dreistufige
Syntheseroute angestrebt (Abb. 35, S. 36).

Im ersten Schritt wurden die 5-Hydroxypositionen der Nucleoside 111-113 selektiv
als tert-Butyldimethylsilylether geschuitzt. Dabei gestaltete sich die Silylierung von
Uridin 102 in DMF und 2‘-Desoxyguanosin 104 in Pyridin sowie deren Aufarbeitung
als unproblematisch. Im Gegensatz dazu entstand bei der Silylierung des
Guanosins 103 neben 5-O-TBDMS-Guanosin 106 auch 3',5'-geschutztes Guanosin.
Der Anteil der doppeltgeschutzten Verbindung konnte durch Erhitzen des
Guanosins 103 in DMF auf 150 °C und langsame Abklihlung des Gemisches
wahrend der Reaktion auf Raumtemperatur verringert werden. Auch die
anschlielRende chromatographische Reinigung wurde durch identische R~-Werte des

Produktes 106 und Guanosins 103 extrem erschwert.
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5 TBDMSCI, Imidazol, | B Acz0, DMAP, Pyridin,
HO DMF, Rt, 1 h bzw. Si—0 Rt, 20 h bzw.
¢ Pyridin, Rt, 20 h | o AcCl, Pyridin, Rt, 6 h
OH R OH R
102B=U, R=0OH 105B=U,R=0H 90%
103B =G, R = OH 106 B=G,R=0H 53%
104B=G,R=H 107B=G,R=H  69%
| B EtsN*3HF, Et;N, B
Si—0 THF, Rt, 3 h HO
| o o)
OAc R OAc R
108 B = U, R=0Ac 92-100% 111 B = U, R=0Ac 74%
109 B = GNHAC R = OAc  84% 112 B =GNHAC R=0Ac -
110 B=GNHAC R=H 54% 113 B =GNHAC R=H 86%

Abbildung 35: Synthese der geschutzten Nucleoside 111-113

Zur anschlieBenden Veresterungen der verbleibenden reaktiven Positionen bieten
sich zwei Wege an. Die Acetylierung mit Essigsaureanhydrid in Pyridin lieferte nach
20 h Reaktion und anschliel3ender chromatographischen Reinigung die gewlnschten
Produkte 108-110 mit sehr guten Ausbeuten bis zu 92%. Aufgrund der niedrigen
Reaktivitat der exocyclischen Aminogruppe bendtigte die Umsetzung der
Guanosinderivate 106 und 107 4-N,N-Dimethylaminopyridin als zusatzlichen
Aktivator. Die Acetylierung mit Acetylchlorid lieferte nur fur die Verbindung 108 eine
quantitative Ausbeute. Im Fall der Guanosinderivate 106 und 107 wurde die
vollstandige Zersetzung der Nucleoside beobachtet.

Die Abspaltung der Silylschutzgruppen erfolgte mit Triethylamintrihydrofluorid in THF.
Um eine zusatzliche Abspaltung der Acetylschutzgruppen zu verhindern, wurde das
Reaktionsgemisch mit Triethylamin gepuffert. So konnten die Verbindungen 111 und
113 mit sehr guten Ausbeuten erhalten werden. Die Verbindung 112 konnte dagegen
auf diesem Weg auch nach mehrmaligen Versuchen nicht synthetisiert werden. Eine
Entschutzung mit Tetrabutylammoniumfluorid konnte in diesem Fall nicht
angewendet werden, da in einer Testreaktion trotz Pufferung mit Essigsaure eine

Abspaltung der Acetylschutzgruppen stattfand.
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Das Guanosinderivat 112 mit einer freien 5-Hydroxyfunktion konnte mit Hilfe einer
chemoenzymatischen Methode synthetisiert werden (Abb. 36).

G gNHac  Subtilisin, DMF/ 0.1M GNHAC
HO Ac0, DMAP,  Aco Phosphatpuffer (1:4), Ho
o Pyridin, Rt, 20 h o] pH=7,37°C,9 h o)
OH R OAc R OAc R
103 R =0OH 115R=0Ac 71% 112R=0Ac 70%
104R=H 116 R=H 93% 113R=H 66%

Abbildung 36: Chemo-enzymatische Deacetylierung

Zunachst wurde Guanosin 103 mit Essigsaurenanhydrid in Anwesenheit des
nucleophilen Katalysators DMAP mit einer Ausbeute von 71% peracetyliert.
Anschlielend konnte die 5’-Position des peracetylierten-Guanosins 115 selektiv mit
Hilfe der Protease Subitilisin, isoliert aus Bakterien Bacillus licherniformis, entschutzt
werden.®? So wurde N?-Acetyl-2*,3-di-O-acetylguanosin 112 mit einer guten
Ausbeute von 70% erhalten. Auch N?-Acetyl-3'-O-acetyl-2'-desoxyguanosin 113
konnte auf diesem chemoenzymatischen Weg mit einer Ausbeute von 61% Uber
zwei Stufen erfolgreich dargestellt werden.

Fir eine regioselektive Deacetylierung der primaren Hydroxygruppe peracetylierter
Hexapyranosen wurde eine Lipase aus Candida rugosa (CRL) beschrieben.®'#2 J.-
W. Chern et al. Ubertrug erfolgreich diese Art der Deacetylierung durch CRL auf

3] Da Nucleoside Derivate der Ribofuranosen

peracetylierte Ribofuranosen.
darstellen, wurde versucht die primare Hydroxygruppe des peracetylierten
Guanosins 115 auf diesem Weg zu deacetylieren. Die Reaktionsbedingungen
weichen von denen fur die oben beschriebene enzymatische Deacetylierung mit
Subtilisin nicht ab. Allerdings erwies sich die Lipase in diesem Fall als inert,
wahrscheinlich auf Grund des zu grof’en Unterschiedes der Ausgansverbindungen,
bedingt durch die Nucleobase.

Alternativ wurde versucht die Acetylschutzgruppe selektiv an der 5-Position
chemisch mit einer 1%-igen lodldsung in Methanol bei 67 °C abzuspalten (Abb. 37,

S. 38).
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o} o}
NH N NH
ap AP
O N™ "N TNHAc 19 |,/CH50H Ho N™ N7 “NHAc
0 67 °C, 30 h / ] o
OAc OAc OAc OAc
115 116

Abbildung 37: Chemische Deacetylierung mit einer lod-Methanol-Lésung

Es wird vermutet, dass es bei der Deacetylierung durch lod in Methanol zunachst zu
einer Komplexierung des lods mit einem Sauerstoffatom der primaren Acetatgruppe
im Nucleosid kommt. Es folgt ein anschlieRender nucleophiler Angriff mit Methanol
unter Bildung der freien 5’-OH-Funktion. Eine Komplexierung des lodmolekuls an
den sekundaren Acetatgruppen wird durch sterische Hinderung blockiert
(Abb. 38).1B4

Abbildung 38: Vermuteter Mechanismus der Deacetylierung mit einer lod-Methanol-

Ldsung

Da die ersten Versuche in Anlehnung an die Literaturvorschrift keinen Erfolg
brachten,’®® wurde versucht die Reaktion mittels Mikrowellenstrahlung anzuregen
(Abb.39, S.39). Bei dieser Synthese wurden N*-Acetyl-2’,3’,5-O-
triacetylguanosin 115 in eine lod/Methanol-Losung gelost und die Abspaltung in der
Mikrowelle bei verschiedenen Temperaturen und Reaktionszeiten durchgeflhrt.

Eine Bildung des Produktes, mittels Dinnschichtchromatographie, konnte erst nach

einem zehnminutigen Reaktionsdurchlauf bei 100 °C beobachtet werden. So wurde
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die Temperatur anschliel3end auf 120 °C erhoht und eine komplette Umsetzung nach
funf Minuten beobachtet. Die Reaktionsbedingungen und Ergebnisse dieser

Versuche sind in Tabelle 2 aufgeflhrt.

AcO N "NHAc 1% Io/CH30H, MW, Ho N~ “NHAc
o 100-120 °C, 5-10 min o
OAc OAc OAc OAc
115 4% 116

Abbildung 39: Chemische Deacetylierung mit einer lod-Methanol-Lésung mittels

Mikrowelle

Tabelle 2: Chemische Deacetylierung von 115 mittels Mikrowellenstrahlung.

Versuch 1 zur Ermittlung der Reaktionstemperatur

Mikrowelle [W] Temperatur [°C] Zeit [min] Produktbildung
100 100 2 -

100 100 5 -

100 100 15 unvollstandig
100 120 20 vollstandig

Wie die Ergebnisse der Tabelle 2 zeigen, wird eine vollstandige Umsetzung erst bei
120 °C beobachtet. So wurde der erneute Versuch bei 120 °C durchgefuhrt, um die
optimale Reaktionszeit zu ermitteln. Eine vollstandige Umsetzung erfolgte erst nach
mehreren funfminttigen Durchlaufen. Die Reaktionsbedingungen und Ergebnisse
dieser Versuche sind in Tabelle 3 auf Seite 40 aufgeflhrt.

Nach der Umsetzung wurde lod durch Natriumthiosulfat reduziert und das
Rohprodukt saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan-Methanol-Gradient
(0-10%) gereinigt. Obwohl die dunnschichtchromatographische Verfolgung eine
quantitative Umsetzung der Verbindung 115 zum Produkt N-Acetyl-2’,3’-O-
diacetylguanosin 116 zeigte, konnte nach Aufarbeitung nur eine Ausbeute von 4%
erzielt werden. In Anbetracht dieser Ergebnisse wurde von der chemischen

-39 -



Resultate und Diskussion

Deacetylierung abgesehen und auf die erfolgreiche enzymatische Umsetzung zu der
gewunschten Verbindung 116 zuruckgegriffen.

Tabelle 3: Chemische Deacetylierung von 115 mittels Mikrowellenstrahlung.

Versuch 2 zur Ermittlung der Reaktionszeiten

Mikrowelle [W] Temperatur [°C] Zeit [min] Produktbildung
100 120 5 -

100 120 10 unvollstandig
100 120 15 unvollstandig
100 120 20 unvollstandig
100 120 25 vollstandig

4.2.4 Darstellung der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Die Darstellung der cycloSal-Nucleosidmonophosphate erfolgte nach einem in der
Arbeitsgruppe etablierten’® und von S. Warnecke optimierten®® Syntheseprotokoll.
Es wurden die 5“-Nitro- sowie 5“-Methylsulfonyl-cyclosaligenyl-Phosphattriester von
2‘,3"-Di-O-acetyluridin 111, N*-Acetyl-2,3'-di-O-acetylguanosin 112 und N?-Acetyl-3'-
O-acetyl-2‘-desoxyguanosin 113 in guten bis sehr guten Ausbeuten synthetisiert
(Abb. 40, S. 41). Hierzu wurde das jeweilige geschutzte Nucleosid in absolutem
Acetonitril vorgelegt, und =zusatzlich mehrere Kugeln 3 A Molekularsieb der
Reaktionslosung zugeflgt, um eventuelle Feuchtigkeitsspuren auszuschlieen. Das
Nucleosid wurde bei -20 °C in Gegenwart von 2 Aquivalenten Diisopropylethylamin
mit 2 Aquivalenten des entsprechenden Saligenylchlorphosphites, ebenfalls geldst in
abs. Acetonitril, versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstandigen
Umsetzung des Nucleosids bei Raumtemperatur gerihrt. Im Gegensatz zu den von
S. Warnecke beschriebenen Reaktionszeiten von 3-5 h wurde hier die vollstandige
Umsetzung des Nucleosids erst nach 20-24 h beobachtet (DC-Kontrolle:
CH,CI/CH30H, 9:1, v/v). Im Anschluss wurde das gebildete Nucleosidphosphit mit
4 Aquivalenten Oxone®, geldst in Wasser, in situ zu dem cycloSal-Nucleotid oxidiert.

- 40 -



Resultate und Diskussion

M N ? B
ST HO
Ao P + o)
OAc R
100 X = NO, 111B=U, R=O0Ac
101 X = CH3SO, 112 B = GNHAC, R = OAc

113 B =GNHAC R =H

1. DIPEA, CH35CN,

-20 °C — Rt, 20-24 h
2. Oxone®, Wasser,

-20 °C — Rt, 15 min

OoN H3CO,S
> |
/P/ B P/ B
o~ ™o o~ ™o

(0] (0]
OAc R OAc R
117B = U, R=0Ac 83% 120 B = U, R = OAc 70%, gereinigt 60%
118 B = GNHAC R = OAc  88% 121 B = GNHAC R = OAc  83%, gereinigt 59%
119B=GNHAC R=H  50% 122B=GNHAC R=H  72%, gereinigt 55%

Abbildung 40: Synthese von acceptorsubstituierten cycloSal-Nucleotiden 117-122

Die Aufarbeitung der Reaktionslosung beinhaltete die Extraktion mit Ethylacetat
sowie Wasser, um restliche Spuren von Oxone® zu entfernen. AnschlieRend erfolgte
die Aufnahme des Rohgemisches in Dichlormethan und Filtration, wodurch die
Produkte von unldslichen organischen Nebenprodukten befreit wurden. Die in Form
von farblosen Schaumen erhaltenen Diastereomere der cycloSal-Nucleotide zeigten
einen hohen Reinheitsgrad, wie es in *'P- und 'H-NMR-Spektren nachgewiesen
werden konnte (Abb. 41-42, S. 42). Lediglich die Signale im Bereich von 1-3.5 ppm
im 'H-NMR-Spektrum deuten auf noch vorhandene Verunreinigungen durch DIPEA-

Salze hin.
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Abbildung 41: *'"P-NMR-Spektrum des Rohgemisches von 5“-Methylsulfonyl-
cycloSaligenyl-2,3'-di-O-acetyluridinmonophosphat 120
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Abbildung 42: "H-NMR-Spektrum des Rohgemisches von 5“-Methylsulfonyl-
cycloSaligenyl-2,3'-di-O-acetyluridinmonophosphat 120

Die Qualitat der synthetisierten cycloSal-Nucleosidmonophosphate erlaubte die
Umsetzung dieser Verbindungen ohne einen weiteren Reinigungsschritt in den
Folgereaktionen. Dieses Vorgehen zeigt allerdings zwei Nachteile hinsichtlich der

nachfolgenden Kupplungsreaktionen. Zum einen, wie es sich zu einem spateren
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Zeitpunkt dieser Arbeit herausstellte, werden bei Kupplungen mit nicht gereinigten
cycloSal-Nucleotiden niedrigere Ausbeuten erzielt. Zum anderen konnen die

Ausbeuten dieser Folgereaktionen nicht mehr genau bestimmt werden.

5'

H3COZS f‘\

CH3SO, CH3CO

NH 3

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Abbildung 43: 'H-NMR-Spektrum des chromatographisch gereinigten 5“-
Methylsulfonyl-cycloSaligenyl-2‘,3‘-di-O-acetyluridinmonophosphats 120

Der Vorteil der acceptorsubstituierten Phosphattriester, in deren Nutzen als reaktive
Phosphatdonatoren, brachte auch eine Herausforderung in Form von schwieriger
Synthese sowie anschlieBender chromatographischen Reinigung mit sich. Mit Hilfe
des optimierten Syntheseprotokolls ist es im Rahmen dieser Arbeit erstmals
gelungen, die 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleotide 120-122 in sehr guten
Ausbeuten zu synthetisieren (Abb. 40, S.41). AnschlieBend konnte auch eine
geeignete chromatographische Reinigungsmethode gefunden werden. Die cycloSal-
NMPs 120-122 wurden am Chromatotron mit einem angesauerten (ca. 1-1.5% von
Essigsaure) Dichlormethan/Methanol-Gemisch (0-2%) gereinigt und dadurch von
DIPEA-Salzen befreit worden (Abb. 43).

Obwohl die chromatographische Reinigung zur Zersetzung eines Teils des
empfindlichen Produktes fuhrte, konnten gute Ausbeuten zwischen 55 und 60%
erzielt werden. In Anbetracht der viel hoheren Ausbeuten bis zu 90%
(s. Kapitel 4.4.7) bei den Zielverbindungen durch Einsatz der gereinigten Substanzen
in den nachfolgenden Kupplungsreaktionen mit Zuckerphosphaten stellen die
erzielten Ausbeuten zufriedenstellende Ergebnisse dar.
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Alternativ wurde versucht, die Synthese des 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-Triesters 123
mit ungeschutztem 2°-Desoxyguanosin 104 durchzufuhren. Als Hauptproblem dieser
Reaktion wurde, die mogliche mehrfache Phosphitylierung aufgrund der
ungeschuitzten Positionen im Nucleosid angenommen. Da allerdings wie oben
beschrieben die Methylsulfonyl-Derivate der Phosphatester stabil genug fur eine
chromatographische Reinigung waren, wurde dieser Versuch mit der Option einer
spateren chromatographischen Reinigung gewagt (Abb. 44). Allerdings stellte auch
die mangelhafte Léslichkeit des ungeschutzten Nucleosids ein unerwartetes Problem
dar. So wurde die Reaktion zunachst, wie es in dem bereits erfolgreich
angewendeten Syntheseprotokoll beschrieben ist, in abs. Acetonitril durchgefuhrt.
Das gewunschte Produkt wurde dabei mit einer Ausbeute von 2% erhalten. Aufgrund
besserer Loslichkeit des Nucleosids in DMF wurde die Synthese nochmals in diesem
Losungsmittel durchgefuhrt. Mit 6% Ausbeute wurde ein besseres Ergebnis als zuvor
erzielt. Jedoch ist es fur einen Einsatz als eine Schlisselverbindung ist es nicht

akzeptabel.

H3CO,S o 1. DIPEA, CH3CN bzw. DMF,
\CE\FI’ -20 °C — Rt, 20-24 h H3CO,S
O/

. Oxone®, Wasser _
G 3 b P‘é G

HO -20 °C — Rt, 15 min o
101 W o j o

OH 2-6% OH
104 123

Abbildung 44: Darstellung von 5“-Methylsulfonyl-cycloSaligenyl-

2'-desoxyguanosinmonophosphats 123

4.3 Darstellung von Glycosyl-1-phosphaten

Die chemische Bildung einer glycosidischen Bindung verlauft in den meisten Fallen
nicht dieastereoselektiv, wodurch die anomeren Isomere entstehen. Haufig wird das
o-Anomer als thermodynamisches Produkt, trotz der sterisch unglinstigeren axialen
Position, begunstigt. Die Entstehung der beobachteten anomeren Produktgemische
ist auf den anomeren Effekt zurlckzufuhren. Dieser Effekt wird durch den

Substituenten an C-2 stark beeinflusst. So wird dieser Effekt durch die axiale
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Stellung des Substituenten verstarkt, was zum Beispiel im Fall eines
Mannosederivates ausschliel3lich zur Bildung der a-Anomere fuhrt. Zusatzlich wird
der anomere Effekt durch die Elektronegativitat des Substituenten am anomeren
Zentrum beeinflusst. Weiterhin zeigen das gewahlte Losungsmittel und die
entsprechende  Reaktionstemperatur  einen  groBen  Einfluss auf das
Anomerenverhaltnis der Glycosylierungsreaktionen. Unter biochemischen Aspekten
ist allerdings haufig nur ein Anomer der Nucleosiddiphosphatglycoside relevant.
Somit ist eine stereoselektive Synthese der anomerenreinen
Glycosylmonophosphate flir die Kupplungsreaktionen winschenswert, um
anschlieBende schwierige und in vielen Fallen unmdgliche Trennung der
Anomerengemische zu vermeiden.®® Zur Darstellung der anomerenreinen
Glycosylmonophosphate gibt es mehrere Methoden, zwei dieser Ansatze werden in
dieser Arbeit prasentiert. Es wurden zum einen die Phosphoramidit-Methode zur
Darstellung der a-Anomere und zum anderen die Koenigs-Knorr-Methode Uber

Halogenose-Aktivierung zur Darstellung reiner 3-Glycosylmonophosphate eingesetzt.

4.3.1 Synthese der Glycosyl-1-phosphate nach der Phosphoramidit-
Methode

Sowohl fur die Phosphoramidit-Methode als auch fur die Koenigs-Knorr-Methode
werden peracetylierte Glycoside bendtigt. Diese wurden aus den entsprechenden
Monosacchariden 2 und 124-127 mit Essigsaureanhydrid in Pyridin synthetisiert
(Abb. 45).189

R" OH Ac0, Pyridin, R O‘F\z
R .
R" -0 Rt, 24 h R" 0
HO AcO ~
R o OAc
2 R'=R"=H,R=R"=0H 128 R'=R" =H, R=R"=0Ac 80% a:f = 9:1
124R'=R"=H,R=R"=0H 129 R'=R"=H,R=R" = 0OAc 84% a:p = 4:1
125R=R"=H,R'=R"=0H 130R=R"=H,R'=R"=0Ac 74% o:p = 4:1
126 R'=R" = H, R" = OH, R = NH, 131 R'=R"=H, R"=0Ac, R=NHAc 85% a
127 R'=R"=H, R" = OH, R = NH, 132 R'=R"=H,R"=0Ac, R=NHAc 97% o:p = 9:1

Abbildung 45: Acetylierung der Monosaccharide 2, 124-127
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Alle peracetylierten Monosaccharide 128-132 wurden in sehr guten Ausbeuten von
74% bis 97% als Anomerengemische erhalten. Nur im Fall des Glucosaminderivates
wurde das reine a-Anomer beobachtet, was allerdings auf die Aufarbeitungsmethode
zurtckzufuhren ist. Das peracetylierte Glucosamin 131 wurde im Gegensatz zu
anderen Monosaccharidderivaten aus Methanol kristallisiert und dadurch wird
wahrscheinlich nur die Kristallisation nur des a-Anomeres bevorzugt.

Fir die Darstellung des peracetylierten Derivates des Lactosamins wurde
N-DTPM-Lactosamin 123 eingesetzt, das zuvor aus Lactulose 159 synthetisiert
wurde (s. Kapitel 4.3.3.2). Vor der Acetylierung musste zunachst die Schutzgruppe
der Aminofunktion mit einer Ammoniakldsung abgespalten werden. Nach
anschlieBender Filtration und Entfernen des Lésungsmittels wurde die Acetylierung,
wie bereits fur die Monosaccharide beschrieben, durchgefuhrt (Abb. 46). Das
Produkt 134 wurde mit einer Ausbeute von 35% erhalten. Das Anomerenverhaltnis
konnte leider aufgrund der Signaliberlagerungen in den NMR-Spektren nicht

bestimmt werden.

1. NH3/H,0 25%,

OH OH OH Rt, 10 min OAc JOAc OAc
% o 2. Ac,0, DMAP, 0 o
o) idi 0
HO . Pyridin, Rt, 24 h AcO ACO
OH _N_"oH OAc NH “onc
H | Ac
° © 35%
133 NN 134
- \”/ ~
o)

Abbildung 46: Darstellung von peractyliertem Lactosamin 134

Als beste Methode flur die selektive Deacetylierung am anomeren Zentrum erwies
sich in Vorarbeiten®®® die Aminolyse mit Hydraziniumacetat.®”! Die peracetylierten
Verbindungen 128-134 wurden in DMF mit guten Ausbeuten von 61% bis 89%
selektiv deacetyliert (Abb. 47, S. 47). Die Verbindungen 137 und 139 wurden als
reine a-Anomere isoliert und im Fall der Verbindung 140 war die Bestimmung des

Anomerenverhaltnises aufgrund der Signaliberlagerungen unmaglich.
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R" OAc Hydraziniumacetat, R" OAc
RO DMF, 50 °C, 3 min, ) R'Q
R/-'\';m Rt’ 30 min RA;&
R ™onc R “on

128 R'=R" =H, R=R"=0Ac 135R'=R" =H,R=R"=0Ac 89% a:p = 8:1
129 R'=R"=H, R=R" = 0OAc 136 R"'=R"=H,R=R" =0Ac 61% o:pp = 4:1
130R=R"=H,R'=R"=0Ac 137R=R" =H,R'=R"=0Ac 76% o
131 R'=R" =H, R" = OAc, R = NHAc 138 R'=R"™=H, R"=0Ac, R=NHAc 65% a:p =10:1
132 R'=R"=H, R" = OAc, R = NHAc 139 R"=R"=H,R" =0Ac, R=NHAc 72% o
134 R'=H, R" = OAc, R = NHAc, 140 R' = H, R" = OAc, R = NHAc,

R™ = TetraOAcGal-$3- R™ = TetraOAcGal-f3- 70% o:f n.d.

Abbildung 47: Selektive Aminolyse der Verbindungen 135-140

Die entstandenen Anomerengemische konnten nicht chromatographisch getrennt
werden, daher wurden die Verbindungen 135-140 direkt zu Dibenzylphosphaten
umgesetzt (Abb. 48).®! Die Umsetzung der Verbindungen 135-140 mit
Dibenzyl-N,N’-diisopropylphosphoramidit und Dicyanoimidazol flihrte zu intermediar
gebildeten Dibenzylphosphiten, die anschlief3end in situ mit 3-Chlorperbenzoesaure
in Dibenzylphosphate 141-146 UberfUhrt wurden. In der Phosphorylierungsreaktion
fungiert DCI als Aktivator.

1. (BnO),PN(iPr),, DCI,

i 5 CH,Cly, Rt 3 h R Og?o
; - 2. mCPBA, - -
AcO R 0 °C—Rt, 30 min AcO R €
oH o—R~o0Bn
OBn
- . 141alb R'=R" = H, R = R" = OAc 61% a, 6% B

135R'=R"=H,R=R"=0Ac 142alb R'=R" = H, R = R" = OAc 63% a, 16% B
136 R =R"|=H, R|= R"=OAC 143 R=R"=H R =R"=OAc 77%
137R=R"=H,R' =R" = 0Ac 144 R =R"=H, R"=OAc,R=NHAC 73%
138 R =R"=H, R"=0Ac, R = NHAC 145 R'=R"=H, R"=0Ac, R=NHAc 67%
140 R' = H, R" = OAc, R = NHAc, R™ = TetraOAcGal-B- 94%

R™ = TetraOAcGal-f-

Abbildung 48: Darstellung der Dibenzylphosphate 141-146

Im Fall der Glucose- und Galactosederivate 141 und 142 wurden a- und -Anomere
erhalten, die durch saulenchromatographische Reinigung voneinander getrennt
werden konnten. Die gewlnschten a-anomerenreinen Verbindungen wurden
schlielllich mit Ausbeuten von 61% und 63% erhalten. Die B-Anomere der

Verbindungen 141 und 142 wurden in Ausbeuten von 6% und 16% isoliert. Die

- 47 -



Resultate und Diskussion

Dibenzylphosphate der Mannose 143 sowie der Aminozucker 144-146 wurden als a-
anomerenreine Verbindungen erhalten. Diese Ergebnisse sind auf die
Nachbargruppeneffekte zurlckzufuhren. So ist bei dem Mannosederivat die axial-
stehende Acetylgruppe am zweiten Kohlenstoffatom daflir verantwortlich, dass nur
das 1,2-trans-Produkt erhalten wird. Auch bei Aminozuckern wirkt die
Acetamidogruppe destabilisierend auf das p-Anomer und es wird das
thermodynamisch stabilere a-Anomer bevorzugt gebildet.

Die anschlieRende hydrogenolytische Spaltung der Benzylschutzgruppen erfolgte in
Anwesenheit von 2 Aquivalenten Triethylamin und Pd/C (5%, 55% Wasser) als
Katalysator (Abb. 49).%% Die Hydrogenolyse der Verbindungen 141a-144 und 146 in
Dioxan lieferte entsprechende Triethylammoniumsalze der ungeschitzten Glycosyl-
1-a-Phosphate 147a-150 und 67 in sehr guten Ausbeuten von 91% bis 98%. Die
Spaltung der Benzylschutzgruppen von Verbindung 145 blieb unter gleichen
Reaktionsbedingungen erfolgslos. Auch nach der Erhéhung des Wasserstoffdruckes
auf 80 bar konnte keine Umsetzung beobachtet werden. Erst der Austausch des
Losungsmittels Dioxan gegen Methanol und Hydrogenolyse bei Normaldruck lieferte

das gewulnschte ungeschutzte Phosphat 151 als Triethylammoniumsalz in 80%

Ausbeute.
R" OAc R" OAc
RO EtsN, Pd/C (5%, 55% H50), RO
RXco o H,, Dioxan bzw. Methanol, R/'s:co o
R I Rt, 24 h R o o
o~R-oBn o—R-o Et;NH
OBn OH

141aR' =R"=H,R=R"=0Ac 147aR'=R"=H,R=R"=0Ac 93%
142aR'=R"=H,R=R" =0Ac 148aR'=R"=H, R=R" = OAc 97%
143 R=R"=H,R' =R"=0Ac 149 R=R"=H,R'=R"=0Ac 98%
144 R'=R"=H, R"=0Ac, R =NHAc 150 R'=R"™=H,R"=0Ac, R=NHAc 91%
145 R'=R"=H, R" =0Ac, R = NHAc 151 R'=R"=H, R"=0Ac, R=NHAc 80%
146 R'=H, R"=0Ac, R =NHAc, 67 R'=H,R"=0Ac, R=NHAc,

R™ = TetraOAcGal-- R"™ = TetraOAcGal-- 92%

Abbildung 49: Darstellung der a-anomerenreinen Glycosyl-1-Phosphate 147a-151

und 67 als Triethylammoniumsalze

Die Phosphoramiditmethode bietet zwar den Vorteil, beide Anomere der

Glycosylphosphate in reiner Form gleichzeitig darzustellen, die erhaltenen Mengen
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an B-Anomeren sind aber aul3erst gering. Daher wird fur die Darstellung der reinen 3-

Anomere die relativ einfach durchfuhrbare Koenigs-Knorr-Methode herangezogen.

4.3.2 Synthese der Glycosyl-1-phosphate nach der Koenigs-Knorr-
Methode

Die Synthese der B-konfigurierten Glycoside erfolgt meistens problemlos unter
Koenigs-Knorr-Bedingungen.® Diese Reaktionen am anomeren Kohlenstoffatom
verlaufen stereochemisch ausgesprochen selektiv. Zur Darstellung der
Glycosylhalogenide wurden pentaacetylierte Monosaccharide 128-129 und 131 mit
Bromwasserstoff (33%) in Essigsaure umgesetzt (Abb. 50). Im Fall der Glucose- und
Galactose-Derivaten 152 und 153 entstanden die  a-anomerenreinen
Glycosylbromide in Ausbeuten von 93% und 84%. Bei der Umsetzung des
peracetylierten Glycosamins 131 mit Bromwasserstoff wurde keine Reaktion

beobachtet, was auf die Acetamidogruppe an C-2 zurtickzufihren ist.

R" OAc R" OAc
RO HBr/CH3COOH (33%), . RO
RO CH,Cly, 0°C—Rt, 20 h e cO -
R OAc Br
128 R'=R"=H,R=R"=0Ac 152 R'=R" =H, R=R"=0Ac 93%
129 R'=R"=H,R=R" =0Ac 153 R'=R"=H, R=R" =0Ac 84%
131 R'=R" =H, R"= OAc, R = NHAc 154 R'=R" =H, R"=0Ac, R=NHAc -

Abbildung 50: Darstellung der Glycosylbromide 152-154

Die reaktiven und relativ instabilen Glycosylbromide 152-153 wurden anschliel3end
mit Dibenzylphosphat unter Zusatz von Silbercarbonat zu Tetra-O-acetyl-B-D-
glycosyl-1-dibenzylphosphaten 141b-142b  umgesetzt (Abb. 51, S.50). Das
eingesetzte Silbercarbonat hat zweifache Wirkung, zum einen wird das freiwerdende
Bromidion gebunden und zum anderen wird Dibenzylphosphat deprotoniert und

erhalt dadurch seine starke Nucleophilie.

- 49 -



Resultate und Diskussion

R" OAc R" OAc
Ro (BnO),P(O)OH, Ag,COs3, . )& Q
R CH,Cl,/ CH:CN, Rt, 20 h N —R~oB
AcO = 212 3 AcO = e} \OBn n
Br
152 R'=R"=H, R=R" = OAc 141b R =R" =H, R=R"= OAc 89%
153R'=R"=H, R=R" = OAcC 142bR'=R"=H, R=R" = OAc 91%

Abbildung 51: Darstellung der -anomerenreinen
Glycosyl-1-dibenzylphosphate 141b und 142b

Die Hydrogenolyse der Verbindungen141b und 142b in Dioxan lieferte
entsprechende  Triethylammoniumsalze  der  ungeschutzten  Glycosyl-1-3-
Phosphate 147b und 148b mit sehr guten Ausbeuten von 89% bis 91% (Abb. 52).

R™ OAc Et3N, Pd/C (5%, 55% H20), R" OAc
RO 0 H,, Dioxan bzw. Methanol, /&/ o . e
R! P~ Rt, 24 h R' _PR-
0B ; \-0 EtsNH
AcO = o \OBn n AcO = ¢} o 2
141b R =R"=H,R=R"=0Ac 147b R'=R" =H, R=R"=0OAc 88%
142b R'=R"=H, R=R" = 0OAc 148b R'=R"=H, R=R" = OAc 88%

Abbildung 52: Darstellung der -anomerenreinen Glycosyl-1-Phosphate 147b und

148b als Triethylammoniumsalze

Die Konfigurationen des anomeren Zentrums der glycosidischen Bindung konnten
mit Hilfe der 'H-NMR-Spektren geklart werden. GemaR der Karplus-Beziehung
weisen a-Glycoside mit einem Diederwinkel von 60° zwischen H-1 und H-2
Kopplungskonstanten von 3J; , = 3.5 Hz auf. Die B-Glycoside mit trans-standigen H-1
und H-2 zeigen dagegen eine Kopplungskonstante von %J; , = 8.0 Hz. Zusatzlich zur
'H- und "C-Spektroskopie dient die *'P-Spektroskopie der Charakterisierung der
phosphorhaltigen Verbindungen. Die a- und B-Anomere zeigen jeweils ein Singulett

mit der typischen chemischen Verschiebung von & = 0.05 bis -3.0 ppm.
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4.3.3 Synthese eines Trisaccharid-1-phosphates

4.3.3.1 Synthesestrategie

Obwohl die Strukturen der schon in den 60er Jahren aus Saugern isolierten NDP-
Oligosaccharide bekannt sind, sind die Funktionen und die Biosynthese dieser
Verbindungen weitgehend ungeklart. So konnte der Zugang zu nucleotidaktivierten
Oligosacchariden mit chemischen oder enzymatischen Methoden bei der Aufklarung
der Biosynthese sowie biologischer Funktionen solcher Glycokonjugaten helfen. Die
meisten Verbindungen wurden als verlangerte Derivate des UDP-GIcNAc und des
UDP-LacNAc charakterisiert, welche als dritten Monosaccharidbaustein haufig
N-Acetyl- bzw. N-Glycolylneuraminsaure sowie die L-Fucose tragen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die erstmalige Darstellung des aus
menschlicher Milch und Kolostrum isolierten UDP-Trisaccharids 82, UDP-
(1a)GlcNAc-(1p—4)Gal-(2a—6)NeuAc, gerichtet (Abb. 26, S. 27). Da die Synthese
nach dem bereits beschriebenen Weg aus Glycosylphosphat und einem cycloSal-
Triester stattfinden sollte, bestand die groRte Herausforderung in der Darstellung des
anomerenreinen peracetylierten Trisaccharidphosphates 81, GIcNAc-(1—4)Gal-
(2a—6)NeuAc-1-a-phosphat.

Die Darstellung des gewulnschten Trisaccharidphosphates 81 sollte in einer
konvergenten Synthese aus dem peracetylierten Glycosylchlorid 156 und aus dem
ebenfalls acetylierten Lactosamin-1-dibenzylphosphat 157 stattfinden (Abb. 53,
S. 52).

Das peracetylierte Glycosylchlorid 156 kann in einer zweistufigen Synthese aus
N-Acetylneuraminsdure 9 synthetisiert werden.®® Die Darstellung beinhaltet die
Veresterung der Sauregruppe als Methylester und anschlieRende Acetylierung mit
gleichzeitiger Halogenierung mit Acetylchlorid.%®"!

Die Kupplung der Verbindungen 156 und 157 sollte unter Ausschluss von
Feuchtigkeit in  absolutem  Dichlormethan und in  Anwesenheit des
Quecksilbercyanides und Quecksilberbromides stattfinden.  Glycosylierungs-
reaktionen von den Neuraminsaurehalogenid-Derivaten ergeben meistens
Anomerengemische als Produkte mit Uberwiegendem o-Anteil. Diese
Anomerengemische stellen weiterhin keine Schwierigkeiten dar, da sie problemlos

saulenchromatographisch voneinander getrennt werden kénnen.®?
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OH OH OH OH
HO OH CH30H, Dowex® (H*) Ho OH o AcCl, CH30H
Py o] COOH AGHN COOCH; ————
HO HO
9 155
OAc CCI 1. HgCN, HgBr, CH,Cl; OAc COOCH,
ACO OAc 2. Hy, Pd/C, Et3N, Dioxan AcO ;OAc
o] COOCH, AN o] o

AcHN

AcO AcO oA o OAc
(e}
156 o
AcO AcO
¢ NH| 11
0 0
Aco&/gco o 158
OAc NH| 11

Abbildung 53: Syntheseplan des Trisaccharidphosphates
GIcNAc-(18—4)Gal-(2a—6)NeuAc-1-a-phosphat 158

Das Dibenzylphosphat des Lactosaminderivates 157 sollte nach der bereits
beschriebenen Phosphoramidit-Methode (Kapitel 4.3.1) aus Lactosamin 133
dargestellt werden. Das Ziel bestand dabei, die Hydroxygruppe in der 6'-Position fur

die anschlieiende Kondensation mit Glycosylhalogenid 156 frei vorliegen zu haben.

4.3.3.2 Darstellung des Lactosaminderivates 157

Aus Kostengrinden wurde Lactosamin 133 durch Umlagerung aus gunstiger
Lactulose 159 synthetisiert (Abb. 54, S. 53). Die Heyns-Umlagerung wurde durch
Uberfiihrung der Lactulose 159 mit Benzylamin in N-Benzyllactulosylamin 160 und
anschlieBender Umsetzung des erhaltenen Rohproduktes mit Eisessig in Methanol
erzielt.® Die Schutzgruppe im N-Benzyllactosamin 161 wurde durch katalytische
Hydrierung Uber Pearliman‘s Katalysator (Pd(OH), 20%) in verdunnter Salzsaure
abgespalten. Da die Aufarbeitung dieser drei Reaktionen nur das Filtrieren der
Rohprodukte beinhaltete, lag das gewlnschte Hydrochlorid des Lactosamins 162 in
einem Gemisch von vielen Nebenprodukten vor. Um eine aufwendige
saulenchromatographische Reinigung zu umgehen, wurde die freie Aminogruppe im
Lactosamin 162 mit Hilfe des DTPM-Reagenzes (1,3-Dimethyl-5-
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((dimethylamino)methylen)-2,4,6-trioxopyrimidin), hergestellt aus N,N-Dimethyl-
formamiddiethylacetal und 1,3-Dimethylbarbitursaure in 79% Ausbeute, blockiert.[*
Diese zur Blockierung der Aminofunktionen eingesetzte Schutzgruppe ist stabil unter
den meisten in der Kohlenhydratchemie verwendeten Reaktionsbedingungen und
kann ganz leicht mit einer Ammoniaklosung innerhalb von zehn Minuten entfernt
werden.® Nach erfolgreicher Schiitzung der Aminogruppe in Methanol und in
Anwesenheit von Triethylamin fallt die gewlnschte Verbindung 133 als weil3er
Feststoff aus, wahrend die nicht reaktiven Nebenprodukte in Losung bleiben. Das N-
DTPM-Lactosamin 133 wurde auf diesem Weg in vier Reaktionsschritten und ohne

aufwendige Aufarbeitung mit einer Ausbeute von 27% erhalten.

HO
OHHo o o on OH o) NHBn CH3COOH,
OH 0 BnNH, 40 °C, 3 d o 0 CH3OH, Rt, 2h
(0]
HO HO OH

e} OH 0]
OH OH
159 160
oH OH Hy,, PA(OH),/C, HCI oH OH
%ﬁ H=0, P20, R 5 %m
NH, “oH
HCI
161 162
OH OH

DTPM-Reagenz,
CHsOH, Rt, 2 h SS%:;Q&/'/55§:;,§%

- \ﬂ/ N
(6]
133 27%

Abbildung 54: Synthese von N-DTPM-Lactosamin 133 nach Heyns-Umlagerung

FUr die Kupplung des Glycosylhalogenids 156 und des Dibenzylphosphates 157 zur
Darstellung des Trisaccharidphosphates 158 muss die 6°-OH-Gruppe bei dem
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Lactosaminderivat 157 frei vorliegen. Deshalb sollten die 4°- und 6°-OH-Gruppen in
Form eines Acetals wahrend der Acetylierung der restlichen Hydroxylgruppen und
anschlieBenden Phosphorylierung blockiert bleiben. Nach anschlielender Spaltung
des Acetals zum 4,6'-Diol 163 konnten die 6-OH-Gruppen selektiv silyliert und die
4‘-OH-Gruppe acetyliert werden. AnschlieRende Spaltung des Silylethers wirde die
gewunschte Verbindung 157 liefern (Abb. 55).

OH OH OAc 1. TBDMSCI, Imidazol, OAc OTBDMS OAc

% o DMF, Rt o o
O 2. Ac,0, Pyridin, Rt O
AcO 2\ y” ) AcO
O~ "\"OB O~ '\"0Bn
Ac \OBnn Ac OBn
163 164

OAc,OH OAc
EtsNH*3HF, &/0 0
Et3N, THF, Rt AcO Ohc AcO ~ ©

Abbildung 55: Syntheseplan von Dibenzylphosphat des Lactosamines 157 mit freier
6'-Hydroxylgruppe

Die Umsetzung des N-DTPM-Lactosamins 133 mit Benzaldehyddimethylacetal in
Anwesenheit von Camphersulfonsdure lieferte das 4‘,6'-O-Benzylidenacetal 165.°°
In einer Eintopfsynthese wurde anschliefend die DTPM-Gruppe mit Ammoniak-
Lésung abgespalten'®! und alle freien Hydroxylgruppen sowie die Aminogruppe mit
Essigsaureanhydrid unter Zusatz von DMAP acetyliert. Die Verbindung 165 wurde

mit einer Ausbeute von 42% erhalten (Abb. 56).1°"!
Ph

OH OH OH 1. PACH(OCH3),, CSA, 50°C,2h 0 0 .
0 o 2. NH4OH, Rt, 10 min o o
HO 0 3. Ac,0, DMAP, Pyridin, Rt, 24 h AcO e}
HO C OAs AcO
on H N~ oH NH onc
OQYO 42% Ac
133 165
N_ _N
~ W N
0

Abbildung 56: Synthese von acetyliertem 4°,6-O-Benzylidenacetal 165
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Die Phosphorylierung des Lactosaminderivates 165 erfolgte nach der bereits
beschriebenen Phosphoramidit-Methode. Zunachst wurde die Verbindung 165
selektiv mit Hydraziniumacetat am anomeren Zentrum mit einer guten Ausbeute von
60% deacetyliert. Anschliel3end erfolgte die Umsetzung mit
N,N-Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit zu einem Glycosylphosphit und
Oxidation mit mCPBA zum Dibenzylphosphat 167 in einer sehr guten Ausbeute von
85% (Abb. 57).

Ph Ph
o Hydraziniumacetat, \\O
) OAc DMF, 50 °C, 3 min, o) OAc
o o Rt, 30 min o o
AcO o ACO 0
OAc AcO NH OA OAc AcO NH OH
C 0,
Al 60% Al
165 166
Ph
. (0]
1. (BnO)sz(/Pr)z, DCl, (@] OAC
CH,Cl,, Rt, 3 h 0 0
2. mCPBA, 0 °C —Rt, 30 min AcO /9 o
OAc C NH i
/ —R~
85% Ac 07 OBn

167

Abbildung 57: Synthese von Dibenzylphosphat 167

Ph

CH;COOH (60%), OH JOH OAc
90°C,2h Q o)
3 A‘;&/O
OAc o
D NH I
/" R~ oR-oB
Ac O OSE’” Ac \OBnn
167 163

Abbildung 58: Hydrolyse der 4°,6'-O-Benzylidenacetalgruppe von
Glycosyldibenzylphosphat 163
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Die Hydrolyse der Acetalgruppe wurde mit 60%-iger Essigsaure bei 90 °C
vorgenommen (Abb.58, S55).°1 Leider wurde anstatt der Bildung des
4‘6-Diols 163 eine Zersetzung des Produktes beobachtet. Zum einen hat sich die
Phosphatfunktion zersetzt und zum anderen wurde die Glycosylbindung zwischen

Glucosamin und Galactose gespalten.

Um eine geeignete Methode zur Spaltung des Benzylidenacetals zu finden, wurde
auf die mehrstufige Phosphorylierung des Disaccharides verzichtet und die
Testreaktionen mit dem peracetylierten 4°,6-O-Benzylidenacetallactosamin 165
durchgefuhrt (Abb. 59).

O OH

O&/ OAc Acetalspaltung OH&/ OAc
0 0
AcO ACO AcO A;&\
OA OA
© N 0ac © NH onc
Ac Ac
165 168
Abspaltbedingungen
1. CH3COOH (60%), Rt, 4 h keine Reaktion

2. CH3COOH (60%), 90 °C, 2 h Zersetzung
3. CH3COOH (80%), 60 °C, 2 h Zersetzung

4. CH3CN, HCI Zersetzung
5. Hp, Pd/C, C,H50H, Rt, 24 h keine Reaktion
6. Hy, Pd/C, THF, Rt, 24 h keine Reaktion

Abbildung 59: Hydrolyse der 4°,6'-O-Benzylidenacetalgruppe von Verbindung 165

Eine erneute Hydrolyse des Acetals wurde weiterhin mit 60%-iger Essigsaure
vorgenommen. Allerdings wurde die Reaktion zunachst bei Raumtemperatur
durchgefuhrt (Abb. 59, Abspaltbedingung 1). Da nach 4 Stunden keine Umsetzung
der Verbindung 165 mittels dunnschichtchromatographischer Kontrolle
(Ethylacetat/Methanol, 4:1) beobachtet wurde, wurde die Temperatur erneut auf
90 °C erhoht (Abb. 59, Abspaltbedingung 2). Die Reaktion wurde weitere 2 Stunden
bei 90°C geruhrt, da eine Veranderung im Reaktionsgemisch mittels
dunnschichtchromatographischer Kontrolle (Ethylacetat/Methanol, 4:1) nach diesem

Zeitraum  festgestellt ~werden  konnte. Nach der Aufarbeitung des
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Reaktionsgemisches wurde jedoch erneut die Zersetzung der glycosidischen
Bindung festgestellt.

Wie aus dem vorherigen Versuch ersichtlich, findet bei Raumtemperatur keine
Umsetzung statt und zu hohe Temperaturen fuhren zur Zersetzung des
Disaccharids. Aus diesem Grund wurde die erneute Hydrolyse des
Benzylidenacetals bei 60 °C jedoch mit konzentrierter Essigsaure (80%-ig)
durchgefiihrt (Abb. 59, S. 56, Abspaltbedingung 3).®! Auch dieser Versuch brachte
keinen Erfolg und es wurde die Spaltung der glycosidischen Bindung festgestellt.
Weiterhin wurde eine in der Arbeitsgruppe erfolgreich verwendete Methode zur
Acetalspaltung eingesetzt.”® Die Verbindung 165 wurde in Acetonitril geldst und in
Anwesenheit von 3 Tropfen konzentrierter Salzsaure kurzzeitig erhitzt (Abb. 59,
S. 56, Abspaltbedingung 4). Auch hier konnte keine Produktbildung beobachtet
werden.

Da die Anwendung der sauren Hydrolysemethoden zur Spaltung der Acetalgruppe
fur die Verbindung 165 nicht erfolgreich war und zu einem Bruch der labilen
Glycosidbindung flhrte, wurde auf eine mildere Methode, die hydrogenolytische
Spaltung, zurickgegriffen.

Die Verbindung 165 wurde in Ethanol gelost und uber Pd/C als Katalysator hydriert
(Abb. 59, S. 56, Abspaltbedingung 5)."°” Nach 24 Stunden konnte keine Umsetzung
des Eduktes mittels dunnschichtchromatographischer Kontrolle
(Ethylacetat/Methanol, 4:1) beobachtet werden. Da solche hydrogenolytischen
Spaltungen der Acetalfunktionen haufig auch in THF als Losungsmittel erfolgreich
durchgefiihrt werden,!"" wurde die Reaktion erneut unter gleichen Bedingungen in
THF vorgenommen (Abb. 59, S. 56, Abspaltbedingung 6). Leider konnte auch in
diesem Fall keine Umsetzung der Verbindung 165 festgestellt werden. Auch standige

Sattigung der Reaktionslosung mit Wasserstoff brachte keinen Erfolg.

Obwohl zur Abspaltung der Benzylidenacetale noch weitere Maoglichkeiten zur
Verfligung stehen (Abb. 60, S. 58), wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiterhin
auf dieses Thema eingegangen. Stattdessen wurde versucht das erhaltene
Lactosamin 133 in ein Phosphat zu uberfihren (Kapitel 4.3.1) und zur erstmaligen
Darstellung eines Nucleosiddiphosphatdisaccharides, UDP-LacNAc 8, mit dem

cycloSal-Konzept einzusetzen (Kapitel 4.4.7).
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Wie bereits erwahnt, kann man Acetale nicht nur auf den hydrogenolytischen und
saurekatalysierten hydrolytischen Wegen spalten (Abb. 60). Feldman et al.
berichteten von Benzylidenspaltung mit lod in einem Methanol-Dichlormethan-
Gemisch in sehr guten Ausbeuten.' Die Acetalspaltung findet entweder bei
Raumtemperatur statt oder wird durch kurzzeitiges Erhitzen angeregt. Diese
Methode erlaubt selektives Spalten verschiedener Acetale und hat den Vorteil, dass
sensible glycosidische Bindungen in Disacchariden nicht gespalten werden.['%!

Morin et al. beschrieben eine oxidative Spaltung des Benzylidenacetals von dem
acetylierten  Glucosederivat 169, dabei wurde 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-
benzoquinon (DDQ) eingesetzt."® Der Vorteil dieses Reagenzes gegeniiber der
herkdbmmlichen saurekatalysierten Methode liegt in der Neutralitdt des Molekdls, so
dass auch saurelabile Substituenten und funktionelle Gruppen nicht angegriffen
werden. Die Reaktionsbedingungen sind wesentlich milder und das Reagenz wird
nur in katalytischen Mengen eingesetzt.

OH
I, CH30OH, CH,Cl, Q\//&

170

AN
Q DDQ, CH5CN, H,0 OH
RO~ Q

RoL—~— 170

LiAlH,, AICI5, oBn M on OBn
(C2Hs)20, CH,Cly Q/o . Q/o

Abbildung 60: Alternative Methoden zur Benzylidenacetalspaltung

Weiterhin sind mehrere Reagenzien bekannt, die eine reduktive Spaltung der Acetale
ermdglichen, z. B. Diisobutylaluminiumhydrid!'®!, Decaborane!’®, Tetraalkyl-
silanel'®”!, Boranel'®® und Lithiumaluminiumhydrid mit Lewissauren, wie BF3 oder
AICI;!"! Diese Reagenzien spalten regioselektiv cyclische Acetale in Hydroxy-O-
alkyl- oder Hydroxy-O-arylalkylether. So entstehen aus 4,6-O-Benzyliden-
acetalderivaten 169 4- und 6-O-Benzyl geschitzte Glycoside 171 und 172. Nanasi et

al. untersuchten die Regioselektivitat dieser Spaltungen unter Einsatz von
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LiAIH4-AICI3."? Sie stellten fest, dass die Selektivitit der Spaltung von den
Substituenten am C-3 abhangt. So wird die Spaltung des Acetals an C-6 und die
Bildung von 4-O-Benzylglycosiden 171 bevorzugt, wenn sich an der Position 3 des
Glycosides eine sterisch anspruchsvolle Gruppe z. B. Benzyl befindet. Dadurch wird
die Position 4 abgeschirmt, so dass AICI; einen Komplex nur mit dem freien
Elektronenpaar von O-6 bilden kann und folglich die Acetalspaltung an dieser
Position stattfindet. Es wurde im Fall des Glucosederivats ausschlie3lich die Bildung
des 4-0O-Benzylglucosids beobachtet. Beim Galactosederivat entstanden 4- und 6-O-
Benzylgalactosid im Verhaltnis 9:1.

44 Darstellung von Nucleosiddiphosphatglycosiden aus

cycloSal-Nucleotiden

Die in unserer Arbeitsgruppe etablierte Methode zur Darstellung der NDP-Glycoside
berunt auf dem cycloSal-Konzept und nutzt cycloSal-Verbindungen als
Phosphataktivester (Abb. 61, S. 60).

Das cycloSal-Konzept wurde ursprunglich zur selektiven Freisetzung von
modifizierten Nucleosidmonophosphaten entwickelt. Im Gegensatz zu vielen
literaturbekannten Pro-Nucleotid-Konzepten ist dieses Konzept nicht auf einen
enzymatischen Aktivierungschritt angewiesen, sondern wird durch Steigerung des
pH-Wertes in der Zelle chemisch aktiviert. Dieser Vorteil kann auch synthetisch
genutzt werden, indem man cycloSal-Nucleotide als aktive Phosphatester zur

Synthese verschiedener phosphorylierter Biomolekile einsetzt (Kap. 2.4).

Aufgrund der chemischen Differenzierbarkeit der drei Phosphatesterbindungen in
cycloSal-Verbindungen erfolgt nach Angriff des Nucleophils als Initialreaktion eine
selektive Spaltung der phenolischen Phosphatesterbindung zum
Benzylphosphatdiester. In einer anschlielenden Spontanreaktion spaltet sich die
benzylische C-O-Bindung und setzt somit ein neues, phosphoryliertes Molekul frei.
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Abbildung 61: Nucleophiler Angriff an einem cycloSal-Nucleotid 78

S. Wendicke konnte erfolgreich cycloSal-aktivierte Nucleosidmonophosphate mit
verschiedenen Glycosyl-1-phosphaten zu den entsprechenden NDP-Zuckern
umsetzen (Abb. 62).1°! Untersucht wurden dabei die Einfliisse des Ldsungsmittels
und der Temperatur auf den Reaktionsverlauf (S. 23-24). Des Weiteren untersuchte
sie die Abhangigkeit der Ausbeuten von der Lipophilie des Gegenions am

Zuckerphosphat sowie dem entstandenen Zuckernucleotid.

e
= o N Q o o
xq\/,,go 1.DMF, 50 °C, 3h-14d " \/'AW .
ONON B 2 EtNH0/CH;OH L% 0N L F
on W( ~J (1:3:7, viviv), Rt, 24 h oo K >
(0] O

1
OAc 2xHNEt OH
AcO\ g 3
\A‘m /F\O 78 X = Cl, N02 < 50%

%S 79

EtzNH
77

Abbildung 62: Darstellung von NDP-Zuckern mit Hilfe der cycloSal-aktivierten

Nucleosidmonophosphate 78

Die Umsetzung eines Aquivalenten des cycloSal-Triesters mit 1.2 Aquivalenten
Zuckerphosphat erfolgte unter Stickstoffatmosphare in absolutem DMF. Das
Reaktionsgemisch wurde bei 50°C geruhrt und der Reaktionsverlauf
dinnschichtchromatographisch verfolgt (CH,CI,/CH3;OH, 9:1). Dabei wurde eine
vollstandige Umsetzung des 5"-Nitro-cycloSal-Nucleotids nach 3-5 Stunden
beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde bei einem 5“-Chlor-cycloSal-Nucleotid selbst
nach 14 Tagen keine vollstandige Umsetzung festgestellt. Nach anschlieRender

kurzer Aufarbeitung zum Abtrennen der organischen Verunreinigungen wurden die
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Acetylschutzgruppen vor der abschlieBenden Reinigung mit einer Mischung aus
Triethylamin/Wasser/Methanol (1:3:7, v/v/v) abgespalten, da die peracetylierten
Rohprodukte ein schwieriges chromatographisches Verhalten aufwiesen.''"! Die
Isolierung der stark polaren Produkte gelang saulenchromatographisch an RP-18-
Kieselgel mit Wasser als Eluent. Die Ausbeuten beim Ansatz von 5“-Chlor-cycloSal-
Nucleotiden bewegten sich im Rahmen von 20% bis 30%. Umsetzungen der 5"-
Nitro-cycloSal-Nucleotide lieferten die gewunschten Produkte in Ausbeuten von ca.
50%.

Dieses Verfahren stellt eine zuverlassige und reproduzierbare Methode dar. Es muss
allerdings noch geklart werden, warum die gewulnschten Produkte nie mit Ausbeuten

uber 50% entstehen.

4.4.1 Wasserausschluss bei der Kupplung von Glycosylphosphaten

und cycloSal-Nucleotiden

In eigenen Vorarbeiten konnte die oben beschriebene Methode zur Darstellung von
beiden Anomeren des 2'-dGDP-Gal 175a/b angewendet werden.®® Es wurde der 5"-
Chlor-cycloSal-Triester des 2'-Desoxyguanosins 176 eingesetzt und entsprechende
Zuckernucleotide 175a/b in Ausbeuten von 20% und 22% erhalten.

Da Triester, die starkere Acceptoren als Substituenten tragen, bessere Ergebnisse
versprechen, wurde der Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Anwendung von 5“-Nitro-

und 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleotide gelegt.

Die ersten Ansatze zur Darstellung von NDP-Glycosiden wurden mit
5“-NO,-cycloSal-2‘,3'-O-diacetyluridinmonophosphat 117 als  Phosphataktivester
durchgefuhrt. Zum einen war die Synthese von Nitro-Triestern an vielen anderen

Nucleosidmodellen bereits erprobt!®”

und zum anderen stellte die Handhabung des
Uridins 102 als Nucleosidkomponente bezuglich der Ldslichkeit und vorangehenden

Reaktionsschritte zur Schutzung des Nucleosids weniger Probleme dar (Kap. 4.2.3).

Der cycloSal-Triester 117 wurde jeweils mit 1.2 Aquivalenten der im Vakuum
vorgetrockneten Zucker-1-phosphate 148b und 150-151 von B-Gal, a-GalNAc und
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o—GIcNAc umgesetzt (Abb. 63). Eine vollstandige Umsetzung des Aktivesters 117
wurde in allen Fallen bereits nach dreistindigem Ruhren bei 50 °C mittels
dunnschichtchromatographischer Kontrolle (Dichlormethan/Methanol, 9:1, v/v)
festgestellt. Der abgespaltene 5-Nitrosalicylalkohol wurde durch die Extraktion mit
Dichlormethan und Wasser entfernt. Nachdem die wassrige Phase gefriergetrocknet
wurde, konnte das Rohprodukt direkt mit einem Gemisch aus Triethylamin, Wasser
und Methanol (1:3:7, v/v/v) entschitzt werden. Nach erneuter Gefriertrocknung

wurden die Rohgemische an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

OH
1. Trocknung im Vakuum, 3 h,

O,N . 0
\©f\0,/o DMF, 50 °C, 3 h R o o
o ™o u 2. Et3N/HyO/CH30H R oo T~o U
R OAc o (1:3:7, viviv), Rt, 24 h O Oy 0
@
R ° 9 OAc OAc 2xHNEts OH OH
AcO _P_©
R 99 ©

Et;NH
148b R =R" = OAc,R' = H 57bR=R"=OH, R = H UDP--Gal 29%
150 R =NHAc, R'= OAc, R" = H 7 R=NHAc,R'=OH,R"=H UDP-0-GlcNAc 0%
151 R=NHAc, R'= H, R" = OAc 177 R=NHAc, R' =H, R"= OH UDP-a-GaIlNAc 53%

Abbildung 63: Darstellung von UDP-Glycosiden nach S. Wendicke

Die erzielten Ergebnisse waren allerdings nicht zufriedenstellend. Das
UDP-B-Gal 57b wurde mit einer Ausbeute von 29% erhalten, dabei waren mehr als
zwei chromatographische Reinigungsschritte notig. Die Isolierung des Produktes
wurde durch die Hydrolyse des Triesters und gebildeten Nebenprodukt

Uridinmonophosphat 25 erheblich erschwert.

Das UDP-a-GalNAc 177 wurde mit einer Ausbeute von 53% erhalten. Das entsprach
zwar der erwarteten Menge, allerdings lagen 28% des Produktes nach mehrfacher
chromatographischer Reinigung als Gemisch von UDP-Zucker177 und
Uridinmonophosphat 25 vor (Abb. 64, S. 63). Im Fall der UDP-a-GIcNAc 7 konnten
lediglich Uridinmonophosphat 25 und N-Acetylglucosamin-1-phosphat 178 isoliert

werden.

Die eingesetzten Zuckerphosphate liegen in Form von Triethylammoniumsalzen vor
und stellen aulerst hygroskopische Verbindungen dar. Obwohl versucht wurde die
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Reaktionen moglichst in wasserfreien Bedingungen durchzufuhren, indem die
Zuckerphosphate im Vakuum drei Stunden lang vorgetrocknet wurden, ist das
vollstandige Entfernen der Wasserreste auf diesem Weg nicht mdglich. Die mit den
hygroskopischen Zuckerphosphaten eingeschleusten Wasserreste kdnnen mit dem
reaktiven Triester 117 eine Reaktion eingehen, dass die Bildung von
Uridinmonophosphat 25 zur Folge hat. Diese Vermutung wird durch das zuletzt
beschriebene Beispiel, die fehlgeschlagene Synthese von UDP-a-GIcNAc 7,
bekraftigt. Im Vergleich zu den beiden anderen eingesetzten
Zuckerphosphaten 148b und 151 stellt peracetyliertes Glucosamin-1-phosphat 150
eine viel hygroskopischere Substanz dar, die sich schon beim schnellen Umflllen in
das Reaktionsgefall “verflussigte“. Somit reichte anscheinend die Trockenzeit im
Vakuum, wie fur Galactose- und Galactosamin-1-phosphate 148b und 151, nicht aus
und die Reaktion mit dem Triester endete in der vollstandigen Bildung von

Uridinmonophosphat 25.

0 NERR
< OH { M) ©
" N OH o) - <
‘ o O NH AR
o
o A N" o "o ¢ 9 o
. NHAC
o’/ o
e o) o oo
O L o
OH OH
OH OH
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r——7" 7" 711" 17 "~"17 "~ 7T *“~“""7T "“~“"7T "“"7T "7 "~ 1T "7 1T 71
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e g

Abbildung 64: *'P-NMR-Spektrum des Gemisches von UDP-a-GalNAc 177 und
UMP 25

Die Nebenreaktion, die Hydrolyse des Triesters, und damit die Bildung des
Nucleosidmonophosphats senkt zum einen die Ausbeute der Kupplungsreaktion zum

NDP-Zucker und fihrt zum anderen zu enormen Schwierigkeiten bei der
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chromatographischen Trennung des gewunschten Produktes von dem
Nebenprodukt. Aus diesem Grund wurden bei dem nachsten Versuch zur
Darstellung von UDP-oa-GalNAc 177 beide Edukte, cycloSal-Nucleotid 177 und
Glycosylphosphat 151, vor der Reaktion fiir zwei Tage im Olpumpenvakuum
getrocknet und fur zwei Stunden in DMF Uber Molsieb gelagert. Erst nach dieser
intensiven Trocknung wurde die Kupplungsreaktion nach der oben beschriebenen
Methode durchgefuhrt (Abb. 65).

1. Trocknung im Vakuum, 48 h,

Uber Molsieb in DMF, 2 h OH OH
2. NOy-cycloSal-2',3-OAcUMP 117, o
OAc OAc DMF, 50 °C, 40 h o o o
(0] 3. Et3N/H20/CH3OH NH I‘:" I‘:"
Q. / “1 07 0
AcO 0 (1:3:7, viviv), Rt, 24 h Al 07107y U
NH| B o % O °
Ad Q7170 ®
HO 349, 2xHNEt; OH OH
Et;NH
151 a-GalNAc 177 UDP-a-GalNAc

Abbildung 65: Synthese von UDP-a-GalNAc 177 mit intensiver Vortrocknung uber
Molsieb

Wie vorher schon erwahnt, dauerten die Reaktionen bis zum vollstandigen Umsatz
des mit einem starken Acceptor substituierten Triesters im Schnitt drei bis funf
Stunden. Hier wurde zum ersten Mal das vollstandige Abreagieren des aktiven
Phosphatesters 117 nach 40-stindigem RuUhren bei 50 °C beobachtet. Mit dem
Reaktionsansatz wurde wie zuvor beschrieben fortgefahren und das Produkt, UDP-
o-GalNAc 177, konnte nach zweifachem Reinigen Uber RP-18-Kieselgel in 34%

Ausbeute isoliert werden.

Zwar ist die Ausbeute bei dieser Reaktion nicht zufriedenstellend, aber es wurde
wesentlich weniger von dem Nebenprodukt, UMP 25, gebildet, was die
chromatographische Reinigung erleichterte. Bei der bisherigen
Reaktionsdurchfuhrung fungierten eingeschleuste Wasserreste neben den
Zuckerphosphaten als Nucleophil. Aufgrund der geringeren GrofRe im Vergleich zu
Glycosylphosphaten konnten Hydroxydionen viel schneller das elektrophile

Phosphoratom im cycloSal-Nucleotid nucleophil angreifen. Aus diesem Grund
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beobachtete man eine schnellere Umsetzung des cycloSal-Triesters und vermehrte
Bildung des Nucleosidmonophosphates. Durch das intensive Vortrocknen konnten
die Wasserreste dem Reaktionsansatz soweit entzogen werden, so dass das
Phosphoratom im Triester nur langsam von dem schwacheren Nucleophil, dem
Zuckerphosphat, angegriffen werden konnte.

Obwohl durch das Vortrocknen die Ausbeute etwas erhoht werden konnte, ist dieser
Wert immer noch nicht zufriedenstellend. AuRerdem muss noch geklart werden,
warum trotz der nicht vorhandenen Wasserreste im Reaktionsansatz eine Bildung

des Uridinmonophosphates beobachtet wurde.

4.4.2 Stabilitat der Nucleosiddiphosphatglycoside

Das Entstehen des Nucleosidmonophosphates trotz des grundlichen Trocknens der
Reaktanden vor der Kupplung lasst darauf schlieRen, dass es den entstehenden
Produkten, den NDP-Glycosiden, eventuell an Stabilitdt mangelt (Abb. 66).

o o
o I OH OH 0 I
HO 0707 ™0 u Q /S\ HO | ™0 U
on % O o) HO O/ OH Og 0
® OH ©
€] ]
2xHNEt, OH OH Et;NH Et;NH OH OH
57b 178 25

Abbildung 66: Zersetzungsprodukte von Zuckernucleotiden

In der Literatur ist die Darstellung und Isolierung verschiedener Zuckernucleotide auf
unterschiedlichen Wegen beschrieben. In den meisten Fallen wurden diese
Verbindungen bei Normalbedingungen als stabil beschrieben.**3'4 So liegt die
Vermutung nahe, dass die in unserem Syntheseprotokoll verwendeten
Reaktionsbedingungen fur die Zersetzung neugebildeter NDP-Zucker verantwortlich
sind. In Abbildung 66 sind mogliche Zersetzungsprodukte der Zuckernucleotide
dargestellt, die durch Bruch der Pyrophosphatbriicke entstehen konnten. Das
Diphosphat wird in den NDP-Zuckern als schwachste Stelle angesehen, da es sich
dabei um eine energiereiche Phosphoanhydridbindung handelt. Aus den hohen

Energien resultieren aber auch thermische Instabilitat und
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Hydrolyseempfindlichkeit.!"'? Durch Hydrolyse solcher Bindungen wird eine groRe
Menge Energie freigesetzt und die stabileren Monophosphate gebildet. Auf diesem
Prinzip basiert zum Beispiel biochemische Energiegewinnung aus ATP durch

Hydrolyse mit ATPasen.

Zunachst wurden die Reaktionsbedingungen von der Kupplung des cycloSal-
Triesters mit dem Zuckerphosphat untersucht. Fir diesen Zweck wurde bereits
vorhandene UDP-B-Gal 57b in abs. DMF gelost und bei 50 °C geruhrt. Die
Veranderungen in der angesetzten Losung wurden mittels *'"P-NMR-Spektroskopie
verfolgt (Abb. 67, S. 67). Die beiden Phosphoratome des Produktes zeigen typische
Signale bei -11 und -12 ppm, die durch geminale ?Jpp-Kopplungen jeweils ein Dublett
ausbilden (Abb. 67 A, S. 67). Nach 20 Stunden konnte man eindeutig die Bildung der
Zerfallsprodukte beobachten. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits ca. 20% des
Produktes zerfallen (Abb. 67 B, S. 67). Der Fortschritt der Zersetzung wird durch
wachsende Singulettsignale bei 0.78 und 8.64 ppm deutlich. Das Signal bei
0.78 ppm konnte dem Uridinmonophosphat 25 zugeordnet werden. Bei dem Signal
bei 8.64 ppm handelt es sich nicht um den erwarteten p-Galactose-1-phosphat 178
sondern um das cyclische Phosphatdiester der Galactose 193(Abb. 67 B, S. 67).
Eine vollstandige Zersetzung des Zuckernucleotids wurde nach 8 Tagen festgestellt
(Abb. 67 C, S. 67).

Wie es im vorherigen Kapitel 4.4.1 beschrieben, wird eine vollstandige Umsatzung
des cycloSal-Nucleotids wahrend der Kupplung zu dem peracetylierten NDP-Zucker
nach 40 Stunden bei 50 °C beobachtet. Allerdings findet in dieser Zeit bereits die
Zersetzung eines merklichen Teils des gebildeten Produktes statt, so dass die
Ausbeuten nicht Uber 50% steigen. Zusatzlich fuhren auf diesem Weg gebildete
Nucleosidmonophosphate zu Schwierigkeiten bei der Chromatographie, was durch
haufiges Wiederholen der Reinigungsschritte zu einem Verlust an Produkt und somit
zu einer Ausbeuteminimierung fuahrt.

Des Weiteren wurde die Stabilitat der UDP-pB-Gal 57b in abs. DMF bei
Raumtemperatur untersucht und mittels *'P-NMR-Spektroskopie verfolgt.
Erfreulicherweise konnte auch nach mehreren Tagen keine Zersetzung des
Zuckernucleotids festgestellt werden. Aus diesem Grund werden Synthesen von

NDP-Glycosiden weiterhin nur bei Raumtemperatur durchgefuhrt.
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Abbildung 67: *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung (D,0, 162 MHz) der Stabilitat
des UDP-B-Gal 57b unter den Kupplungsbedingungen (A: 0 h, B: 20 h, C: 8 d)
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Abbildung 68: ¥P-NMR-spektroskopische Verfolgung (D0, 162 MHz) der Stabilitat
des UDP-B-Gal 57b wahrend der Acetylgruppenabspaltung (A: 0 h, B: 20 h, C: 8 d)
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Bei dem zweiten Teil der Zuckernucleotidsynthese werden Acetylschutzgruppen mit
Triethylamin in einem Wasser/Methanol-Gemisch gespalten. Obwohl diese Methode
bereits mehrfach beschrieben und auch bei NDP-Zuckern angewendet wurde,['™!
wurde die Stabilitdt der Zuckernucleotide unter den Abspaltbedingungen untersucht.
Fir diesen Zweck wurde UDP-B-Gal 57b in einem Gemisch aus Triethylamin,
Wasser und Methanol (1:3:7, v/v/v) geldst und bei Raumtemperatur gertuhrt. Um
eventuelle Veranderungen in der angesetzten Losung zu verfolgen, wurden in
regelmaRigen Abstidnden Proben abgenommen und mittels *'P-NMR-Spektroskopie
untersucht (Abb. 68, S. 68).

Neben den erwarteten typischen Signalen bei -11 und -12 ppm in Form von zwei
Dubletts wurden in den fur die Abspaltung der Acetylgruppen benotigten Zeiten keine
neuen Signale gefunden (Abb. 68, A und B, S. 68). Erst nach acht Tagen wurde eine
Bildung des Uridinmonophosphats 25 und des cyclischen Phosphatdiesters der
Galactose 193 beobachtet. Die Zersetzung wurde durch wachsende Singulettsignale
bei 2.77 und 9.93 ppm deutlich (Abb. 68, C, S.68). Da allerdings die komplette
Acetylgruppenabspaltung in den meisten Fallen maximal nach 24 Stunden
abgeschlossen ist, muss diese Zersetzung nach acht Tagen nicht bertcksichtigt
werden und die Abspaltbedingungen nach unserem Syntheseprotokoll kénnen

weiterhin angewendet werden.

4.4.3 Einfluss der Zuckerphosphatmenge auf die
Reaktionsgeschwindigkeit und Ausbeute der Nucleosid-

diphosphatglycoside

Nachdem die wesentlichen Bedingungen der Reaktionsdurchfuhrung zur Darstellung
von NDP-Zuckern nach der von S. Wendicke entwickelten Methode untersucht und
optimiert wurden, sollte auch der Einfluss des Nucleophils auf den Erfolg dieser

Synthese getestet werden.

S. Wendicke untersuchte bereits in ihrer Arbeit den Einfluss der Gegenionen auf die
Nucleophilie der Zuckerphosphate sowie die Wirkung der Gegenionen auf das
chromatographische Verhalten resultierender NDP-Glycoside. Sie stellte fest, dass

ein groReres und lipophileres Gegenion, wie z. B. tetra-n-Butylammonium, das die
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Nucleophilie des Zuckerphosphates erhohen sollte, keinerlei Auswirkung auf die
Reaktionszeiten hatte. Aullerdem wirkten sich die stark lipophilen lonen nachteilig
auf das Elutionsverhalten des gebildeten Produktes aus, so dass optimale
Ergebnisse bei der Reinigung durch Umkehrphasenchromatographie mit

Triethylammoniumsalzen der Produkte erreicht wurden.

Bei den Synthesen von Nucleosid-5'-di- und- triphosphaten wurde ein positiver
Einfluss der Menge an Nucleophil auf die Ausbeuten verzeichnet.®® Auch bei der
Festphasensynthese von Nucleosid-5-di- und- triphosphaten sowie NDP-
Glycopyranosen wirkte sich ein hoher Uberschuss des Nucleophils vorteilhaft auf die

Ausbeuten aus.['™

Um spatere Schwierigkeiten bei der Chromatographie durch einen hohen Anteil des
restlichen Zuckermonophosphates zu vermeiden, wurden die Kupplungen zu dem
gewiinschten NDP-Glycosid mit zwei und drei Aquivalenten des Glycosidphosphates
durchgefuhrt (Abb. 69). S. Wolf hatte ahnliche Untersuchung bei der Synthese von
CDP-B-D-Glucose durchgefuhrt und der Fortschritt der Kupplungen mittels HPLC
verfolgt. Wie erwartet konnte mit héheren Aquivalenten an Nucleophil eine deutlich
hohere Produktbildung beobachtet werden. Die Auswirkung des hohen Uberschufes

an Glycosidphosphaten auf die chromatographische Reinigung wurde dabei nicht

untersucht.[''¥
OAc o 1. NO,-cycloSal-2',3'-OAcUMP 117, OH \? ‘C‘J
AcO Q /‘F"\ ° DMF, Rt, 48 h Ho/m ~Puy-P~g
Amq{; o 2. Et;N/H,0/CH3OH HO 94,94, o 1
OAc EENH (1:3:7, viVIv), Rt, 24 h Ohc o
2xHNEt; OH OH
148b: 1.2 Aq.  29%
148b 2Aq.  48% 57 UDP-B-Glc

3 Aq. 40%

Abbildung 69: Einfluss der Zuckerphosphatmenge auf die Synthese
von UDP-B-Glc 57

Nach  den Ergebnissen aus  Kapitel 4.4.1, wurden Reaktanden,
5“-Nitro-cycloSal-UMP 117 und B-Glc-1-phosphat 148b, zum Entfernen samtlicher

Feuchtigkeitsreste vorgetrocknet. Weiterhin wurde noch eine Anderung am

-70 -



Resultate und Diskussion

ursprunglichen Syntheseprotokoll vorgenommen. Damit zu jedem Zeitpunkt der
Reaktion ein Uberschuss des Nucleophils vorlag und eine schnelle Umsetzung
gewahrleistet ist, wurde die Zugabereihenfolge der Reaktanden geandert.'™ So
wurde das in abs. DMF geloste cycloSal-Nucleotid 117 tropfenweise zu dem
Zuckerphosphat 148b uber zwei Stunden zugegeben. Eine vollstandige Umsetzung
des Aktivesters 117 wurde erst nach 48-stundigem Ruhren bei Raumtemperatur
festgestellt. Der abgespaltene 5-Nitrosalicylalkohol wurde durch die Extraktion mit
Dichlormethan und Wasser entfernt. Nachdem die wassrige Phase gefriergetrocknet
wurde, wurden die Acetylschutzgruppen innerhalb von 24 Stunden abgespalten.
Nach erneuter Gefriertrocknung wurden die Rohgemische mittels RP18-Kieselgel mit

Wasser chromatographiert.

Die Synthese mit zwei Aquivalenten p-Glc-1-phosphat 148b lieferte UDP-B-Glc 57 in
einer Ausbeute von 48%. Im Vergleich zu dem ursprunglichen Syntheseprotokoll
konnte die Ausbeute um das anderthalbfache gesteigert werden. Die Umsetzung mit
drei Aquivalenten des Nucleophils ergab UDP-B-Glc 57b in einer Ausbeute von 40%,
dabei bestand die grofdte Schwierigkeit in der Chromatographie, was durch den
Uberschuss an Zuckerphosphat zu erwarten war. Hier musste der Reinigungsschritt

funf Mal wiederholt werden, was zu erheblichen Ausbeuteeinbul3en flhrte.

Fir die zukiinftigen Synthesen der NDP-Zucker ist es also sinnvoll zwei Aquivalente
des Nucleophils einzusetzen, da dies ein positives Ergebnis hinsichtlich der
Ausbeute darstellt und keine nachteilige Wirkung auf die chromatographische

Reinigung ausubt.

OH
1. NOy-cycloSal-2',3-OAcUMP 117, on .
OH OH DMF, Rt, 48 h
0 2. Et3N/H,0/CH;0H Ho R
HO Q (1:3:7, viviv), Rt, 24 h Al O 0o y
NH| p_ e Os © o
/07 \o €]
Ac HO @
@ o,
Et;NH 40% 2xHNE; OH OH
179 177 UDP-a-GalNAc

Abbildung 70: Synthese der UDP-a-GalNAc 177 mit
deacetyliertem GalNAc-phosphat 179
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Der einzige denkbare Nachteil wére, dass die im Uberschuss eingesetzten
Zuckerphosphate nicht in gleicher Form reisoliert werden. Fur teure und schwer
synthetisierbare Zuckerphosphate ware es ein intolerabler Verlust. Allerdings kann in
den meisten Fallen der GroRteil der Zuckerphosphate in deacetylierter Form wieder
isoliert werden. Da auch die Morpholidat-Kupplungen (Kap. 2.2.1) mit ungeschutzten
Zuckerphosphaten durchgefuhrt wurden, bietet sich hier die Moglichkeit die
reisolierten deacetylierte Zuckerphosphate flr die Synthese der NDP-Zucker nach

unserem Syntheseprotokoll einzusetzen (Abb. 70, S. 71).

Die Umsetzung erfolgte mit zwei Aquivalenten des deacetylierten
GalNAc-phosphates 179. Der einzige Unterschied zu dem zuvor beschriebenen
Syntheseprotokoll ist, dass hier aufgrund der fehlenden Acetylgruppen die doppelte
Menge an abs. DMF fur das vollstandige Losen bendtigt wurde. Die Reaktionszeiten
blieben gleich und die Ausbeute von 40% war mit den anderen Synthesen sogar

vergleichbar.

4.4.4 Synthese der Nucleosiddiphosphatglycoside nach den in
Kapiteln 4.4.1- 4.4.3 optimierten Methode

Fur die folgenden Umsetzungen wurde das ursprungliche Syntheseprotokoll gemaf}
den in Kapiteln 4.4.1- 4.4.3 gesammelten Erfahrungen Uberarbeitet und wie folgt
geandert: Ein Aquivalent des cycloSal-Nucleosidmonophosphats sowie zwei
Aquivalente des Glycosid-1-phosphates wurden 48 Stunden im Olpumpenvakuum
und anschlieend zwei Stunden Uber Molsieb in abs. DMF vorgetrocknet. Das in
DMF geldste cycloSal-Nucleotid wurde tropfenweise zu dem Zuckerphosphat Uber
zwei Stunden zugegeben und der Reaktionsansatz 48 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Acetylgruppenabspaltung und Isolierung geschah nach der alten
Methode (s. Kap. 4.4, S. 60-61).

Die generelle Anwendbarkeit dieser Methode wurde durch die Synthese der
UDP-Glycoside 1, 7 und 177 sowie dGDP-Glycoside 175a-180b belegt (Abb. 71,
S. 73). Die erzielten Ausbeuten lagen zwischen 29% fur dGDP-a-Gal 175a und 61%
fir UDP-a-GalNAc 177.
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Die etwas besseren Ausbeuten fur UDP-Glycoside 1a, 7 und 177 konnen durch das
allgemeine nicht komplizierte synthetische Verhalten von Uridinderivaten erklart
werden. Im Gegensatz dazu bereiten 2'-Desoxyguanosinderivate durch ihre
schlechte Loslichkeit Schwierigkeiten in der Handhabung. Zum anderen lassen sich
die dGDP-Zucker 175a und 180b nicht so gut mit Farbereagenzien visualisieren, so
dass kleinere Produktmengen nicht detektierbar sind und moglicherweise

verlorengehen.
O.N
R OAc \©f\§//o
o} o~ O B
R o o
AcO II:I’ 5 +
R AN
OHOI c; OAc R
Et;NH
147aR=R'=0Ac,R"=H a-Glc 117 R=0Ac,B=U
147b R=R'=0Ac, R"=H B-Glc 119 R=H, B=GNHAC
148aR=R"=0Ac,R'=H o-Gal

150 R=NHAc, R'=0OAc, R"=H a-GIcNAc
1561 R=NHAc, R'=H, R"=0OAc a-GalNAc

1. Trocknung im Vakuum, 48 h,
Uber Molsieb in abs. DMF, 2 h

2. abs. DMF, Rt, 48 h

3. Et3N/H,O/CH30H (1:3:7, viviv),
Rt, 24 h

4. RP-18-Chromatographie

1a UDP-a-Glc 41%
7 UDP-a-GIcNAc  39%
177 UDP-a-GalNAc 61%
180b dGDP-B-Glc 34%
175a dGDP-o-Gal 29%

Abbildung 71: Synthese der UDP- sowie dGDP-Glycoside aus
5“-Nitro-cycloSal-NMPs 117 und 119

Die hier erzielten Ausbeuten sind jedoch immer noch optimierbar. Die
Ausbeuteverluste konnen auf Trennschwierigkeiten bei der Chromatographie
zuruckgefuhrt werden. In allen Fallen konnten die erzielten NDP-Zucker nur schwer
von in geringen Mengen (gebildeten Uridinmonophosphat25 bzw. 2'-
Desoxyguanosinmonophosphat 181 getrennt werden.
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich eine sorgfaltige Trocknung der
Ausgangsverbindungen als ausgesprochen wichtig fur die anschlieRende
Produktbildung herausstellte. Weiterhin wirkte sich der doppelte Uberschuss an
Zuckerphosphat sowie die langsame Zugabe des cycloSal-Nucleotides positiv auf die
Ausbeute der gewunschten NDP-Glycoside aus. Allerdings konnte keine Erklarung
fur die Bildung der Nebenprodukte gefunden werden, obwohl zahlreiche
Vorkehrungen zur Vermeidung des Entstehens von NMPs unternommen wurden und
die Umsetzung des cycloSal-Triesters vor der wassrigen Aufarbeitung laut
Dunnschichtchromatographie vollstandig abgelaufen ist. Vor diesem Hintergrund
stellte sich die Herausforderung, die Aufarbeitung des Reaktionsansatzes so zu
optimieren, um anschlieBende Isolierung der NDP-Glycoside mit RP-18-

Chromatographie zu erleichtern.

Weiterhin sollte eine bessere Reinigung der cycloSal-Nucleotide bezlglich der
Steigerung von Ausbeuten der NDP-Glycoside in Betracht gezogen werden. Auf
Grund der *'P- und "H-NMR-Spektren der cycloSal-Triester wurden diese bisher als
rein genug fur die Zuckernucleotidsynthese eingestuft. Der Nachteil liegt allerdings
darin, dass die nicht gereinigten Verbindungen teilweise noch anorganische
Verunreinigungen enthalten kénnen, die durch Spektroskopie nicht erkannt werden,

und somit die Ausbeutebestimmung verfalschen.

4.4.5 Erste Ansatze zur Darstellung von

Nucleosiddiphosphatglycosiden mit alkalischer Phosphatase

Bisher wurden die Reaktionsbedingungen so optimiert, dass die Synthesen von
NDP-Zuckern schneller und effizienter verliefen. Obwohl die Umsetzungen laut
Dunnschichtchromatographie vollstandig waren, blieben die Ausbeuten eher
durchschnittlich. Dabei wurden die gréleren Ausbeuteverluste nach mehrfachen
Reinigungen durch RP-18-Chromatographie verzeichnet. Diese
chromatographischen Trennungen bendétigte man zur effizienten Entfernung des
Nebenproduktes (Nucleosidmonophosphat) von dem gewlnschten Produkt

(Zuckernucleotid), die bei dem gewahlten Laufmittel (Wasser) haufig coeluierten.
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In der Literatur ist eine Reihe der Isolierungsmethoden fur NDP-Zucker beschrieben
worden, wie GroéRenausschluBchromatographie iber Biogel''>'"® oder Sephadex
LH 20" "8 Jonenaustauscherchromatographie iiber Diethylaminoethyl-Cellulose!*®
oder DOWEX 50WX8M*® und semipraparative HPLC (ber eine RP-18-Saule!''®. Die
genannten Methoden waren jedoch nicht so erfolgreich wie die beschriebene RP18-
Chromatographie. Genauso  wurden unterschiedliche Laufmittel, wie
Ammoniumsalzlésungen, Acetonitrii und Aceton getestet. Die besten Ergebnisse
erzielte man jedoch mit Wasser als Elutionsmittel. So konnte hier keine

bemerkenswerte Optimierung vorgenommen werden.

OAc 1. cycloSal-NMP 84, &
DMF, Rt, 48 h Q o o
0
ACO/\/A-H‘ 0 2. EtN/H,0/MeOH Hoe—~, L I
o PNE (137, viviv), Rt, 24 h 94,98, o7
EtoNH ©
3 2xHNEt; OH OH
83 79
OH
S/O o g
Q P~
HO \/A_‘% /H\ ° 0 o
07/ >0
0
Et;NH OH OH
28 76
' Enzym
\
OH OH
%&W o 9 %A% o o
HO\. HO\.
oo [0 B oo [0 B
Oy Og o Os Og o]
® RP-18-Chromatographie ®
2xHNEt; OH OH T~ 7 iirrrrrTmmmTImeeTe 2xHNEt; OH OH
79 79

S/O
HO. B

OH 2 P0O,%°

OH OH
85 87

Abbildung 72: Nebenprodukte der Zuckernucleotidsynthese und deren
Dephosphorylierung

Die Schwierigkeiten bei der Isolierung von NDP-Zuckern werden durch gleichzeitiges
Eluieren des NMPs bereitet, so konnte man diese Verbindungen in weniger polare

Substanzen Uuberflihren und somit langere Elutionszeiten erzwingen (Abb. 72).
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Solche Ansatze wurden zum Beispiel bei den Synthesen der NDP-Zucker aus
aktivierten Glycosiden und NDPs praktiziert, indem man die in Uberschissen

eingesetzte NDPs enzymatisch zu Nucleosiden zersetzt.[*>*]

In der Natur trifft man eine Vielzahl der Phosphorsaureester mit einer grof3en
Funktionsvielfalt. Den Auf- und Abbau dieser Ester Uubernehmen Enzyme, wie z. B.
Kinasen, Nucleasen, Ribonucleasen, Phospholipasen und Phosphatasen.['?? zu
Substraten der Phosphatasen zahlen kleine phosphorylierte Metabolite, wie

Zuckerphosphate und Nucleotide, sowie phosphorylierte Proteine.!"?"!

Die grolde Familie der Phosphatasen wird aufgrund der Funktionsspezifitat in drei
Gruppen eingeteilt: spezifische und unspezifische Phosphatasen sowie
Phosphoproteinphosphatasen. Einige Phosphoesterasen nutzen einen nucleophilen
Aminosaurerest des aktiven Zentrums als Acceptor der Phosphorylgruppe, andere
dagegen ubertragen die Phosphorylgruppe direkt auf ein Wassermolekul. Letztere
sind meistens binucleare Metallproteine und nutzen einen Zwei-Metallionen-
Mechanismus, um die Phosphatester zu binden und die folgende Hydrolyse zu
katalysieren. Dabei sorgt die Lewis-Aciditat des einen Metalls fur die Deprotonierung
des nucleophil angreifenden Wassermolekuls, wahrend das zweite Metallion die

Katalyse durch Ladungsstabilisierung unterstutzt.

5'-Nucleotidase

o}
l

© O/O/P\O B saure Phosphatase HO B

=45- 0
€] (0] pH 45 55 + PO43@
OH OH OH OH
alkalische Phosphatase
76 pH>8 87

Abbildung 73: Enzymatische Uberfiihrung der NMPs 76 in Nucleoside 87

Die Dephosphorylierung des Nucleosidmonophosphates Ubernimmmt meistens
5-Nucleotidase (5-NT) sowie saure und alkalische Phosphatasen aus der Gruppe
der unspezifischen Phosphoesterasen (Abb. 73). Es muss allerdings die Stabilitat
des sich ebenfalls im Reaktionsgemisch befindenden NDP-Zuckers in Betracht

gezogen werden. So zahlt dieser zum Beispiel auch zu den Substraten von 5-NT
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und wird zu Nucleosid und Zuckerphosphat abgebaut.'??! Die Substrate der sauren
Phosphatase sind dagegen nur freie Phosphate, allerdings wird Dephosphorylierung
nur in saurem Medium vorgenommen. Allerdings wird die Pyrophosphatbriicke der
NDP-Zucker bei den sauren Bedingungen instabil und fahrt zur Bildung der
Monophosphate des Zuckers und des Nucleosids. Die alkalische Phosphatase (AP)
fuhrt die Dephosphorylierung bereits in schwachen alkalischen Medien (pH 8) aus.
Wie  Stabilitatstests in Kapitel 4.4.2  gezeigt  haben, bleiben die
Nucleosidiphosphatglycoside bei diesen Bedingungen uUber einen langeren Zeitraum
stabil.

Die alkalische Phosphatase gehoért mit zwei Zink- und einem Magnesiumion im
aktiven Zentrum zu der Gruppe der binuclearen Metallproteine (Abb. 74), stellt
jedoch eine bemerkenswerte Ausnahme dieser Gruppe dar. Sie reagiert nicht nach
dem typischen Zwei-Metallionen-Mechnismus, sondern Uber ein Phosphoseryl-
Intermediat. Hier wird die Deprotonierung des hydrolysierenden Wassers von einem
Serinrest ibernommen (Abb. 75, S. 78).1'%3

Abbildung 74: Bindung des Phosphates in der aktiven Seite von AP
1=2=2Zn*,3=Mg*

Zur Uberfiihrung der Nucleosiddiphosphate in Nucleoside fiir eine effizientere
Isolierung der Zuckernucleotide verwendeten Hanessian et al., Hindsgaul et al.,
Jakeman et al. fir 0.1 mmol der eingesetzten Phosphatgruppe 25 U alkalischer
Phosphatase, isoliert aus Kalbsdarm.!***®! Die beschriebenen Reaktionsbedingungen
wurden fur die Synthese der Zuckernucleotide mit Hilfe der cycloSal-Triester
unverandert Ubernommen, um das Uberschissige Zuckerphosphat sowie das

entstandene NMP zu zersetzen.
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Abbildung 75: postulierter Mechanismus fur die Hydrolyse eines

Phosphomonoesters durch die AP

Zunachst erfolgte die Synthese der UDP-a-Glc 1a nach dem in Kapitel 4.4.4
beschriebenem Syntheseprotokoll (Abb. 76, S. 79). Nachdem der Reaktionsansatz
deacetyliert und gefriergetrocknet wurde, wurde das Rohgemisch mit Wasser
aufgenommen und mit Triethylamin ein pH-Wert von 8 eingestellt. Die Losung wurde
mit je 25U alkalischer Phosphatase pro 0.1 mmol eingesetztem Phosphat,
einschlieBlich 5“-Nitro-cycloSal-UMP 117, versetzt und bei Raumtemperatur geruhrt.
Nach 16 Stunden wurde eine vollstandige Umsetzung der Monophosphate, UMP 25
und o-Glucose-1-phosphat 184 mittels Dunnschichtchromatographie

(iPrOH/1M NH4Ac, 1:2, vlv) festgestellt und das Gemisch gefriergetrocknet.
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AnschlieBend erfolgte die Isolierung der UDP-o-Glc1a Uber RP-18-
Chromatographie, dabei konnte das Produkt bereits nach der ersten Trennung
sauber erhalten werden. Allerdings war die Ausbeute von 13% verwunderlich, denn
laut Dunnschichtchromatographie verlief die Umsetzung von dem Triester 117
problemlos und vollstandig und auch die Bildung des Nebenproduktes UMP 25

wurde auf weniger als 10% ermittelt.

1. NO,-cycloSal-2',3'-OAcUMP 117,

DMF, Rt, 48 h
2. (CoHg)3sN/H,O/CH30H
(1:3:7, viviv), Rt, 24 h OH
3-
OAG 3. AP (25 U/0.1 mmol PO4*") o 0
0 HZO’ (C2H5)3N, pH = 81 HO 0 0
AcO Rt, 16 h oH| I U
AcO (0] ’ O/F\O/F\O U
OAd b o 4. RP-18-Chromatographie, o0 o
o~/ \O H.0 © €]
HO 2 ®
Et;NH 2xHNEt; OH OH
147a 13% 1a UDP-a-Glc

Abbildung 76: Synthese von UDP-a-Glc 1a mit Einsatz von 25 U AP

Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob Zuckernucleotide genugend
Stabilitat gegenuber der alkalischen Phosphatase aufweisen. Hof et al. berichteten
von der Zersetzung der NDP-Zucker mit Nucleotidpyrophosphatase und alkalischer
Phosphatase sowie erfolgreicher Inhibierung dieser Enzyme mit
Dimercaptopropanol.'® Ferrieres et al. verwendete bei der Synthese der NDP-
Furanosen aus durch thioetherverbrickten Benzimidazol aktivierten Furanosen und
Nucleosiddiphosphaten pro 0.1 mmol der eingesetzten Phosphatgruppe nur 7 U
alkalischer Phosphatase.*? Diese Reaktionsbedingungen wurden fiir weitere
Synthesen der Zuckernucleotide adaptiert.

Diesmal wurde die Synthese der UDP-B-Glc 1b nach in Kapitel 4.4.4 beschriebenem
Syntheseprotokoll durchgefuhrt (Abb. 77, S. 80). Zur Dephosphorylierung der
Monophosphate, UMP 25 und B-Glucose-1-phosphat 185,  wurde  der
Reaktionsansatz in Wasser aufgenommen, der pH-Wert mit Triethylamin auf 8
eingestellt und die Lésung anschlieBend mit je 7 U alkalischer Phosphatase pro
0.1 mmol eingesetztes Phosphat versetzt. Nach 16 stindigem Ruhren bei

Raumtemperatur wurde die vollstandige Umsetzung der Monophosphate 25 und 185
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mittels Dunnschichtchromatographie (iPrOH/1M NH4Ac, 1:2, v/v) festgestellt und das
Gemisch gefriergetrocknet. Die anschlieende Reinigung (RP-18-Chromatographie,
H,0) verlief problemlos, so dass das gewunschte UDP-B-Glc 1b auf diesem Weg

nach einmaliger Reinigung in einer Ausbeute von 69% isoliert werden konnte.

1. NO,-cycloSal-2',3'-OAcUMP 117,
DMF, Rt, 48 h

2. (CoHg)3N/H,O/CH50H
(1:3:7, viviv), Rt, 24 h

3. AP (7 U/0.1 mmol PO,%) o

H20, (C2H5)3N, pH =8, o (H) (H)
. Rt, 16 h | Ho™ o PorP~o !
AcO S e 4. RP-18-Chromatographie, Og Og : :
C

P OH o
A 07/ >0
oac 0 o H20 ®
Et;NH 2xHNE, OH OH
147b 69% 1b UDP-B-Glc

Abbildung 77: Synthese von UDP-B-Glc 1b mit Einsatz von 7 U von alkalischer

Phosphatase

Das durch Dephosphorylierung des Zuckerphosphates und NMPs gebildete
Phosphat eluierte unmittelbar nach dem gewulnschten Produkt 1b. Die freigesetzte
Glucose konnte bereits vor dem gewunschten Produkt 1b isoliert werden. Das
Nucleosid 102 sowie 5-Nitrosalicylalkohol 89 eluierten erst nach Zugabe von
grolReren Mengen Methanol zu dem Laufmittel. Dadurch blieb die Bildung zahlreicher
Mischfraktionen mit dem UDP-B-Glc1b aus und die Chromatographie wurde
wesentlich erleichtert. Das spiegelt sich in den hohen Ausbeuten wieder, da in den
bisherigen Versuchen durch haufige chromatographiesche Reinigung die erzielten
Produkte verlorengegangen sind.

Zur Bestatigung, dass dieses erzielte Ergebnis kein Zufallserfolg darstellt, wurde die
Stabilitat der NDP-Glycoside gegenuber der alkalischen Phosphatase getestet. Die
Stabilitat wurde am Beispiel der UDP-B-Glc 1b in Gegenwart von 25 U sowie 7 U
alkalischer Phosphatase pro 0.1 mmol der Phosphatgruppe Uberpruft.

Hierzu wurde eine 12.7 mM Lo6sung von UDP-B-Glc 1b in Wasser hergestellt und der
pH-Wert mit Triethylamin auf 8 eingestellt. AnschlieRend wurde diese Ldsung mit
25U bzw. 7 U alkalischer Phosphatase versetzt. Fur die Stabilitdtsuntersuchung
mittels HPLC wurde nach 12 Stunden die erste Probe und anschlieRend alle zwei
Stunden weitere Proben entnommen. Die Entnahme der letzten Probe geschah nach
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36 Stunden, da Dephosphorylierungen der Monophosphate bei der eingesetzten
Menge von AP (25 U bzw. 7 U) nie langer dauern. Es wurde jeweils 1 uL von dem
Testansatz entnommen und mit 100 uL Milli-Q-Wasser aufgenommen, um eine
geeignete Konzentration fur die HPLC-Untersuchungen zu erreichen.

Damit die entnommenen Proben nicht weiterhin der moglicherweise zersetzenden
Wirkung der alkalischen Phosphatase ausgesetzt sind, sollte die katalytische Aktivitat
des Enzyms inhibiert werden. Fir die Enzymhemmung im Fall der alkalischen
Phosphatase bietet sich eine Inhibierung im aktiven Zentrum durch Komplexierung
der beiden Zinkionenzentren an. Als weit verbreiteter Komplexbildner eignet sich
EDTA, da mit divalenten Metallionen (hier Zn®*) besonders stabile Chelatkomplexe
gebildet werden. Demnach wurde jede Probe nach der Entnahme mit 50 uL einer
0.3 M EDTA-LAsung versetzt.

Die erhaltenen Proben wurden an einer RP-18-Saule mittels HPLC analysiert. Als
Elutionsmittel diente ein Gradient aus einer 0.5 M Tetrabutylammoniumhydroxid-
Losung (pH = 6.9) und Acetonitril. Die Detektion erfolgte mit einem UV-Detektor bei
einer Wellenlange von 260 nm.

Sollte es zur Zersetzung der Zuckernucleotide in Gegenwart der alkalischen
Phosphatase kommen, werden als erste Hydrolyseprodukte Nucleosidmono- sowie
Zuckerphosphat erwartet. Da diese Substanzen die eigentlichen Substrate der AP
darstellen, werden sie schnell zum Nucleosid, Glycosid und Phosphat abgebaut. So
wurde im Fall der UDP-B-Glc 1b folgendes Gemisch erwartet: UDP-B-Glc 1b,
Uridin 102, Glucose 2 und Phosphat. Bei der zur Verfugung stehenden Wellenlange

(A =260 nm) kdnnen jedoch nur die nucleosidhaltige Substanzen detektiert werden.

Bei der HPLC-Analyse der Probe nach 36 h in Gegenwart von 25 U alkalischer
Phosphatase konnte die Bildung des Uridins 102 festgestellt werden. Dieses
Ergebnis unterstitzt die Vermutung, dass die niedrige Ausbeute bei der Synthese
von UDP-a-Glc 1b (S. 79) tatsachlich auf der Labilitat des Produktes in Anwesenheit
von grofleren Mengen der alkalischen Phosphatase beruht. Bei der HPLC-Analyse
der Probe nach 36 h in Gegenwart von 7 U alkalischer Phosphatase konnte nur eine
minimale Bildung des Uridins 102 festgestellt werden Dieses Ergebnis sowie auch
die besseren Ausbeuten bei der Darstellung von UDP-B-Glc 1b (S. 80) sprechen

eindeutig fur den Vorteil eines sparsameren Einsatzes der alkalischen Phosphatase.
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Die in diesem Kapitel erzeugten Ergebnisse sind sehr erfreulich, da die gewunschten
Nucleosiddiphosphatglycoside nach erfolgreichen Kupplungen, Deacetylierung und
Dephosphorylierung der Monophosphate durch einfache Chromatographie in reiner

Form und hohen Ausbeuten erhalten werden konnten.

Weiterhin sollte untersucht werden, welchen Einfluss andere Acceptorsubstituenten
der cycloSal-NMPs auf die Reaktionszeiten und Ausbeuten bei der Synthese von
NDP-Zucker haben.

4.4.6 Einfluss der Acceptorsubstituenten

Das Ziel dieser Arbeit, die Optimierung der Syntheseroute zur Darstellung von NDP-
Glycosiden hinsichtlich der chemischen Ausbeuten zu verwirklichen, konnte bisher
gut umgesetzt werden, indem unterschiedliche Reaktionsparameter und
Aufarbeitungsmethoden Uberarbeitet wurden. Eine weitere Moglichkeit die
Ausbeuten zu erhdohen und eventuell Reaktionszeiten zu verklrzen besteht in der
Beeinflussung durch die Acceptorsubstituenten der cycloSal-Triester. Bisher wurden
alle Reaktionen mit 5"“-Nitro-cycloSal-Nucleotiden durchgefuhrt. Es ware jedoch
interessant den Einfluss der 5“-Methylsulfonylgruppe zu untersuchen. Da es zu
erwarten ist, dass Verbindungen mit Acceptorsubstituenten, die mit der Nitrogruppe
vergleichbare (-)I- und (-)M-Effekte besitzen, sich ebenfalls ahnlich gegenuber

Nucleophilen verhalten.

Der Einfluss des cycloSal-Substituenten auf den Reaktionsverlauf wurde am Beispiel
von UDP-B-Glc 1b untersucht. Zunachst wurde das Zuckernucleotid 1b aus nicht
chromatographierten 5“-Nitro- sowie 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3"'-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 120 nach in Kapitel 4.4.4 beschriebenen
Methode synthetisiert (Abb. 78, S. 83).

In beiden Fallen wurden keine gravierenden Unterschiede im Reaktionsverlauf
festgestellt. Besonders die Hoffnung auf kirzere Reaktionszeiten wurde nicht erfullt.
Eine vollstandige Umsetzung des cycloSal-Nucleotids konnte  mittels
dinnschichtchromatographischer Kontrolle (CH,CI,/CH3;OH, 9:1, v/v) bei beiden
Reaktionsansatzen nach 48 stundigem Ruhren bei Raumtemperatur beobachtet.
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Auch die Aufarbeitung und Isolierung des gewunschten Produktes 1b verlief nach
gleichem Muster und es wurden in beiden Fallen drei Chromatographieschritte
bendtigt, um UDP-B-Glc 1b in reiner Form zu erhalten. Der erste Unterschied der
beiden Ansatze machte sich nur bei den erzielten Ausbeuten bemerkbar. Es wurden
bei der Umsetzung des Nitro-substituierten Aktivesters 117 14% mehr Produkt als

aus dem Methylsulfonyl-substituierten Triesters 120 erzielt.

48%

1. 2,3,4,6-O-Ac-p-Glc 147b, on
117 DMF, Rt, 48 h o o 0
2. (C3H5)3N/H,O/CH30H HO O/,D\O//P\O U
HyCO,S o, (1:3:7, viviv), Rt, 24 h HO on O O o
7 3. RP-18-Chromatographie, ®
o” O u

H,O 2xHNEt; OH OH

S O 249, 1b UDP-p-Glc
120

Abbildung 78: Einfluss des cycloSal-Substituenten auf die Synthese
von UDP-B-Glc 1b

Dieses Ergebnis spricht fur eine etwas schwachere Reaktivitat der 5“-Methylsulfonyl-
cycloSal-Verbindungen. Die auf den ersten Blick als Nachteil erscheinende
niedrigere Reaktivitdt des Methylsulfonyl-substituierten Aktivesters 120 besitzt eine
vorteilhafte Wirkung bei der chromatographischen Reinigung dieser Substanzen. Wie
in  Kapitel 4.2.4  beschrieben, gelang erstmals die Synthese sowie
chromatographische Reinigung der 5"“-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleotide 120-122.
In Gegensatz dazu konnten die 5“-Nitro-Derivate 117-119 auf Grund der hdheren

Reaktivitat nicht chromatographiert werden.

Um den Vorteil der chromatographisch gereinigten cycloSal-Triester in der Synthese
der Zuckernucleotide zu bestatigen, wurde UDP-B-Glc 1b erneut nach der oben
beschriebenen Methode allerdings aus chromatographierten 5“-CH3SO»-cycloSal-
2',3"-O-diacetyluridinmonophosphat 120 synthetisiert (Abb. 79, S. 84).

Auch diesmal konnten keine Unterschiede im Reaktionsverlauf festgestellt werden.

Eine vollstandige Umsetzung des cycloSal-Nucleotids wurde nach 48-stliindigem
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Ruhren bei Raumtemperatur beobachtet. Auch die Aufarbeitung und Isolierung des
gewunschten Produktes 1b verlief problemlos, es waren jedoch nur zwei
Chromatographieschritte notig, um UDP-B-Glc 1b in reiner Form zu erhalten. Ein
weiterer, sehr positiver Unterschied war, dass die erzielte Ausbeute bei 60% lag. Im
Gegensatz zu den Ausbeuten bei der Umsetzung des Nitro-substituierten

Aktivesters 117 wurden hier 12% mehr Produkt erhalten.

1. CH3S0,-cycloSal-2',3'-OAcUMP 120,

DMF, Rt, 48 h .
o 2. (CoH5)3N/H,0/CH30H o o a
Ac 0 (1:3:7, vIivIv), Rt, 24 h HO o Po-Po U
ACOmo/p\ o 3. RP-18-Chromatographie, HO OH Og Og o
AcO e
one HO o H,O ®

EtzNH 2xHNEts OH OH

147b 60% 1b UDP-B-Glc

Abbildung 79: Synthese von UDP-B3-Glc 1b aus gereinigtem 5“-Methylsulfonyl-
cycloSal-2*,3'-O-diacetyluridinmonophosphat 120

Mit der im Kapitel 4.4.5 gesammelten Erfahrung wurde der Versuch zur Darstellung
von UDP-B-Glc 1b aus dem chromatographierten 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2‘,3"-O-
diacetyluridinmonophosphat 120 wiederholt und vor der chromatographischen
Reinigung mit 7 U alkalischer Phosphatase versetzt (Abb. 80).

1. CH3S0,-cycloSal-2',3'-OAcUMP 120,
DMF, Rt, 48 h

2. (CHs)3N/HoO/CH30H
(1:3:7, viviv), Rt, 24 h

3. AP (7 U/0.1 mmol PO,%)

OH
oA H>0, (CoHs)3N, pH =8, o 9 9

¢ o) Rt, 16 h HO _Po__P—

Q Il . HO 07) 07; O U

AcO o g 4. RP-18-Chromatographie, OH Os Og o
AcO
oac MO o H20 ® Q
Et;NH 2xHNEt; OH OH

147b 87% 1b UDP-B-Glc

Abbildung 80: Synthese von UDP-B-Glc 1b aus gereinigtem 5“-CH3SO,-cycloSal-

2',3'-O-diacetyluridinmonophosphat 120 und Einsatz der alkalischen Phosphatase
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Nach entsprechender Aufarbeitung konnte das Produkt1b nach einmaliger
chromatographischer Reinigung in reiner Form mit einer Ausbeute von 87% isoliert
werden. Wie in Abbildung 77 (S. 80) dargestellt, ergab die Umsetzung des nicht
chromatographierten 5"“-Nitro-cycloSal-2,3'-O-diacetyluridinmonophosphats 117
nach der gleichen Methode die gewunschte UDP-B-Glc 1b in einer Ausbeute 69%.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich die Reinheit des cycloSal-
Nucleotides positiv auf die Ausbeute der gewilnschten NDP-Glycoside auswirkt.
Weiterhin stellte sich eine Uberfilhrung der Monophosphate in weniger polare
Verbindungen als ausgesprochen vorteilhaft flr die anschlieliende Produktisolierung
heraus. Der einzige Nachteil ist, dass die im Uberschuss eingesetzten
Zuckerphosphate wieder zu Ausgangssubstanzen abgebaut werden und nicht mehr
fur erneute Synthesen der Zuckernucleotide eingesetzt werden koénnen. Fir
kostspielige und schwer synthetisierbare Zuckerphosphate ware es ein nicht
akzeptabler Verlust. Allerdings wurden bisher noch keine Schwierigkeiten bei der
Isolierung der NDP-Glycoside durch Zuckerphosphate festgestellt. So ware es
sinnvoll, Glycosylphosphate und NDP-Zucker direkt nach der Kupplung und
Deacetylierung in einem schnellen Durchlauf Gber eine RP-18-Saule voneinander zu
trennen. Erst danach konnen zuckernucleotid- und nucleosidmonophosphathaltige
Fraktionen mit alkalischer Phosphatase behandelt werden und anschliel3end

erneuten chromatographischen Reinigungen unterzogen werden.

Nachfolgend sollten die in den vorangegangenen Abschnitten gewonnenen
Erkenntnisse zusammengefasst und zur Synthese der NDP-Glycopyranosen sowie

NDP-Disacchariden angewendet werden.

4.4.7 Synthese der Nucleosiddiphosphatglycoside

Fir die folgenden Umsetzungen wurde das Syntheseprotokoll gemald der in den
Kapiteln 4.4.1- 4.4.6 gesammelten Erfahrungen Uberarbeitet. Ein Aquivalent des
5“-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphats sowie zwei Aquivalente des
Glycosid-1-phosphates wurden sorgfaltig vor der Reaktion fir 48 Stunden im
Olpumpenvakuum getrocknet und anschlieBend zwei Stunden (iber Molsieb in abs.

DMF gelagert. Das in DMF geldste cycloSal-Nucleotid wurde langsam zu dem
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Zuckerphosphat Uber zwei Stunden zugetropft und der Reaktionsansatz fur 48
Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Nach anschlie3ender
Acetylgruppenabspaltung mit dem Gemisch aus Triethylammin/Wasser/Methanol
(1:3:7, viviv) wurde der Reaktionsansatz gefriergetrocknet und einer groben
chromatographischen Reinigung Uber eine RP-18-Saule unterzogen, um den
Uberschuss an Glycosylphosphat abzutrennen. Fraktionen, die Zuckernucleotid
erhielten, wurden mit wenig Wasser aufgenommen und bei pH 8 tGber Nacht mit 7 U
alkalischer Phosphatase pro 0.1 mmol des Phosphats behandelt. Die gewlnschten

NDP-Glycoside wurden Uber RP-18-Chromatographie mit Wasser als Eluent isoliert.

1. CH3S0O,-cycloSal-
Nucleotid 120-122,
DMF, Rt, 48 h

2. (CoH5)3N/H,O/CH30H
(1:3:7, viviv), Rt, 24 h

3. RP-18-Chromatographie,

H,O
4. AP (7 U/0.1 mmol PO4%)
OAc H20, (CoHs)3N, pH =8, OH
<o Rt, 16 h % o0 o
R/\/ALH I 5. RP-18-Chromatographie, R \A% ‘-
o//P\oe H-0 07, 070 B
HO 2 O Og 0
EtsNH ®
2xHNEt, OH OH
67, 147-151 1alb, 7, 8, 52, 57alb, 177, 186-192
R = OAc, NHAG, 2,3,4,6-0-Ac-B-Gal R = OH, NHAC, p-Gal
B=U,G,dG

Abbildung 81: Synthese der NDP-Glycoside aus
5“-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphaten 120-122

Weitere Anderungen zu dem urspriinglichen Syntheseprotokoll waren, dass auf eine
Extraktion des acetylierten Produktes mit Wasser sowie Waschen mit Dichlormethan
und Ethylacetat verzichtet wurde. Diese Vorgange dienten dem Entfernen der
organischen Verunreinigungen, speziell des abgespaltenen Salicylalkohols. Wie sich
allerdings herausstellte, besitzen die Salicylalkohole 89 und 96 eine hohe Polaritat.
Dadurch erschwert sich die Uberfihrung in die organische Phase. Um
Produktverluste durch haufiges Extrahieren zu vermeiden, wurde auf

Waschvorgange verzichtet. Dieses Vorgehen stellt weder einen Nachteil fur die
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nachfolgende Deacetylierung dar noch stort Salicylakohol bei der Isolierung des
Produktes, da es von der RP-18-Saule erst mit groReren Mengen Methanol eluiert.

Die Synthese der NDP-Glycoside nach dieser Methode ist in Abbildung 81 (S. 86)
dargestellt. Die auf diesem Weg erhaltenen Produkte sowie die erzielten Ausbeuten
sind in Abbildungen 82-84 (S. 88-90) zusammengefasst.

Die Uberarbeitete Methode zur Darstellung der NDP-Zucker ermdglichte die
Synthesen der UDP-Glycoside (Abb. 82, S. 88) in sehr guten Ausbeuten von 71 bis
90%. Dabei gelang die Isolierung durch Einsatz von alkalischer Phosphatase schnell
und problemlos. Weiterhin konnen diese guten Ausbeuten zum einen durch
einfaches synthetisches Verhalten von Uridinderivaten erklart werden. Zum anderen
stellen synthetisierte Uridindiphosphatzucker die am meisten in der Natur
anzutreffende Derivate dar. In der Natur gibt es vielfaltige UDP-Zucker. Hierzu
gehoren sechs der neun gewohnlichen eukaryotischen Zuckernucleotide und viele
Zuckerdonatoren, die an der Synthese von Polysacchariden bakterieller
Zelloberflachen beteiligt sind.

Die einzige Abweichung vom Syntheseprotokoll wurde bei UDP-a-LacNAc 8
vorgenommen. J. Huchting berichtete von Schwierigkeiten bei der Abspaltung der
Acetylschutzgruppen von der peracetylierten UDP-Lac 62 nach dem urspringlichen
Protokoll. Die Entschutzung verlief nicht vollstandig, @ wodurch die
chromatographische Reinigung enorm beeintrachtigt wurde. Es konnte ein an
3“-Hydroxyl (3-OH bei Glucose) monoacetyliertes Produkt isoliert werden, das
anschlieBend einer erneuten Entschiitzung unterzogen wurde.®”? Um eine
vollstandige Deacetylierung zu gewahrleisten, wurden mehr Aquivalente Triethylamin
eingesetzt und die Reaktionstemperatur erhoht. Die Entschitzung fand mit einem
Triethylamin/Wasser/Methanol-Gemisch (3:3:7, v/v/v) bei 35 °C statt.

Die Synthese des UDP-a-D-N-Acetyllactosamin 8 gelang durch Einsatz von cycloSal-
aktiviertem Uridinmonophosphatester 120 mit einer Ausbeute von 90%. Die erzeugte
Ausbeute ist bislang das beste in Erfahrung gebrachte Ergebnis bei der Synthese
von dieser Substanz. Elling et al. berichteten Uber die enzymatische Synthese von
UDP-a-LacNAc 8 aus UDP-a-GIcNAc 7 und UDP-a-Gal 57a unter Katalyse mit (-
1,4-Galactosyltransferase isoliert aus Menschenmilch. Sie isolierten das gewlnschte

UDP-a-LacNAc 8 als Natriumsalz mit einer Ausbeute von nur 5%.°°! Takaku et al.
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berichteten von der chemischen Synthese von UDP-a-LacNAc 8 aus Uridin-5'-
monophosphoimidazolidat 185. Die Ausbeute lag bei 77%, dabei wurde das Produkt
erst nach Reinigung Uber eine Anionenaustauscher-HPLC-Saule sowie Sephadex G-

55
10 erhalten.
OH OH
0 O,
HO HO
HO OH (6] (0] HO 0 0
oH| § Q PP Uridin FALN I
N - P< _P___P___Uridi
o/f\o//P\o/Urldm H%O O/cg OCS og Ac 07 >0 o
0 0 OH © © o ©
1a UDP-a-Glc  80% 1b UDP-B-Glc  87% 7 UDP-0-GIcNAc  76%
OH OH OH JOH
o) on OH o)
HO o o e 9 HO 0
OH [ [ P __P Uridin NH I [ N
0-Pag P lridin o 0707y 0" Al &Py Pag Ui
0 OH © o o 0
e e o
57a UDP-a-Gal 71% 57b UDP-B-Gal 82% 177 UDP-a-GalNAc  84%
OH ., OH OH OH
0 Q 0
HO
? 9 . on 0 NP
O//P\O//P\O/Urldm Al O//P\O//P\O/Uridin
0O 0
e o e~ o
52 UDP-o-Man 72% 8 UDP-a-LacNAc 90%

Abbildung 82: synthetisierte UDP-Glycoside als Triethylammoniumsalze

UDP-a-LacNAc 8 wurde 1963 von Kobata aus menschlicher Milch und Kolostrum
isoliert und charakterisiert.l'*! Als nucleotidaktiviertes Oligosaccharid kdnnte das
synthetisierte UDP-a-LacNAc 8 bei

der Aufklarung deren Biosynthese und

biologischer Funktion helfen. Desweiteren konnte UDP-a-LacNAc 8 hilfreich bei der
Isolierung und Aufklarung der Reaktionsmechanismen der sogenannten
Oligosaccharidtransferasen sein, die moglicherweise Di- sowie Trisaccharideinheiten

auf Acceptoren in einem Schritt Ubertragen.
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OH
OH
-0
OH ,OH HO
(0] (0] HO
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O/,:’\O/IP\O/Guanosm lg lg & )
HO 4 3 o PPN uanosin
OH © © O
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186b GDP-B-Gal 67% 187 GDP-o-Man  86%
OH OH OH
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NH o . HO ]l 9 9
Ac O/IP\O/IP\O/Guanosm A / _P.___P___Guanosin
0 0 C o/ O/ 0O
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188 GDP-o-GIcNAC  75% 189 GDP-o-GalNAc  89%

Abbildung 83: Synthetisierte GDP-Glycoside 186b-189 als Triethylammoniumsalze

Nach der Synthese der GDP-B-Gal 186b mit 67% Ausbeute nach dem Uberarbeiteten
Syntheseprotokoll wurden weitere Derivate der Guanosindiphosphate 186b-189
synthetisiert, die in der Natur am haufigsten anzutreffen sind. Die naturlichen GDP-
Glycoside 187-189 wurden mit der Uberarbeiteten Methode in sehr guten Ausbeuten
von 75 bis 89% dargestellt. Die Isolierung gelang durch Einsatz von alkalischer
Phosphatase schnell und problemlos.

GDP-aktivierte Zucker sind allgemein an der Biosynthese von Polysacchariden
bakterieller Zelloberflachen und von eukaryotischen Glycanen beteiligt. GDP-a-
Mannose 187 ist zum Beispiel die vorgeschlagene Vorstufe fur die Zuckerreste in
den Polyenmakroliden Nystatin, Amphotericin, Pimaricin und Candicidin, im
Aminoglycosid-Antibiotikum Hygromycin A und im Antitumorwirkstoff

Bleomycin.['?6:127]
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OH
OH
-0
HO
HO ? ?
—~P<___P<__Desoxyguanosin
07/ ™07 o
O
©
190 dGDP-a-Man  61%
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% °
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191 dGDP-a-GIcNAc  67% 192 dGDP-a-GalNAc  74%

Abbildung 84: synthetisierte dGDP-Glycoside 190-192 als Triethylammoniumsalze

In Gegensatz zu UDP- und GDP- Glycosiden stellen 2°-Desoxyguanosinderivate 190-
192 nichtnatiurliche Zuckernucleotide dar. Die Ausbeuten dieser NDP-Glycoside sind
niedriger als bei den beiden anderen Nucleosiden ausgefallen. Zum einen konnen
schlechtere  Ausbeuten durch das schwierige  Syntheseverhalten der
2'-Desoxyguanosinderivate, insbesondere durch ihre schlechte Loslichkeit erklart
werden. Zum anderen lassen sich die dGDP-Zucker nicht gut mit Farbereagenzien
detektieren, so dass kleinere Produktmengen nicht erkannt werden und
moglicherweise verloren gehen.

Insgesamt konnen diese Resultate trotzdem als Erfolg gewertet werden. Denn die
erzielten Ausbeuten von 61-74% sind bedeutend hdher als die Ergebnisse, die

bislang nach der urspriinglichen Methoden erhalten wurden.!®®!

44.8 Analytik und Charakterisierung der dargestellten
Nucleosiddiphosphatglycoside

Neben der Synthese ist vor allem eine sorgfaltige Analytik und Charakterisierung der

dargestellten Nucleosiddiphosphatglycoside nétig. Der Nachweis Uber die Reinheit
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und Erhalt der synthetisierten Verbindungen wurde Uber eine umfassende NMR-
spektroskopische Untersuchung erbracht.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung der Zielverbindungen soll exemplarisch flr
o~ und B-Anomere der UDP-Glucose 1 sowie fur das Disaccharid UDP-a-LacNAc 8

vorgestellt werden.

Der Nachweis der Abwesenheit organischer Verunreinigungen erfolgte hauptsachlich
iiber "H- und "*C-NMR-Spektroskopie. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt einen Signalsatz
mit sieben Protonen, die dem glycosidischen Teil zuzuordnen sind, und einen
Signalsatz mit den acht Protonen des Uridins (Abb. 85, S. 92). Beide Signalsatze
stehen in einem 1:1-Verhaltnis zueinander, das fur eine Anomerenreinheit des

Produktes spricht.

Weiterhin kann auch die Konfiguration der glycosidischen Bindung im Produkt
anhand des "H-NMR-Spektrums bestimmt werden. GemaR der Karplus-Beziehung
ergibt sich fir das o-Anomer mit einer cis-Stellung von H-1“ und H-2“ eine
Kopplungskonstante von >Jhs2 ~ 3.5 Hz. Die B-Glycoside zeigen hingegen auf
Grund der trans-Stellung von H-1“ und H-2" eine Kopplungskonstante von
3Ju1m2 ~ 8.0 Hz. Zudem muss auch die vicinale Kopplung des Protons zu dem
Phosphoratom bertcksichtigt werden. Auf Grund dieser Wechselwirkung ergibt sich
fur das anomere Proton der a-Glycoside ein dd-Signal und fur B-Glycoside ein
Triplett (Abb. 86, S. 92).

Das ">C-NMR-Spektrum der UDP-a-Glc 1a zeigt typische Dubletts fir 4- und 5'-
Kohlenstoffatome des Nucleosids sowie 1“- und 2"“-Kohlenstoffatome der Glucose,

die aus den geminalen und vicinalen Kopplungen mit den Phosphoratomen
resultieren (Abb. 87, S. 93).
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Abbildung 86: '"H-NMR-Spektrum (D,0, 400 MHz) von UDP-B-Glc 1b
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Abbildung 87: "*C-NMR-Spektrum (D0, 101 MHz) von UDP-a-Glc 1a

Ein Hauptproblem bei der Isolierung der NDP-Glycoside stellte die Abtrennung der
Nucleosidmonophosphate dar. Fur den Nachweis Uber eine vollstandige Entfernung
der Nucleosidmonophosphate bietet sich die *'"P-NMR-Spektroskopie an.

Die NDP-Glycoside zeigen in den entkoppelten ¥IP-NMR-Spektren  ein
charakteristisches Signalmuster, bestehend aus zwei Signalen (Abb. 88, S. 94). Die
beiden Phosphoratome P, und Py erzeugen durch die geminale 2 Jop-Kopplung
jeweils ein Dublett im Bereich von -11 und -14 ppm mit einer typischen

Kopplungskonstante von ca. 20 Hz.
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Abbildung 88: *'P-NMR-Spektrum (D,0, 162 MHz) von UDP-u-Glc 1a

Die beiden Dubletts konnten durch Aufnahme eines protonengekoppelten 'P-"H-
COSY-Spektrums eindeutig zugeordnet werden. Das tieffeldverschobene Signal bei
-11.32 ppm wird von dem P,-Atom erzeugt, das in dem 2D-NMR-Spektrum zu einem
Signal durch vicinale Kopplung mit den beiden 5-Protonen des Nucleosidteils fuhrt.
Das zweite Resonanzsignal bei -12.95 ppm kann entsprechend dem Pg-Atom
zugeordnet werden, das in dem 2D-NMR-Spektrum zu einem Signal durch vicinale

Kopplung mit dem Proton am anomeren Zentrum des Zuckers fluhrt.

Neben der NMR-Spektroskopie bietet sich auch die Massenspektrometrie zur
Charakterisierung der dargestellten Verbindungen an. Diese hochpolaren
Substanzen bendtigen allerdings schonende lonisierungsmethoden wie z. B. die
Elektronenspray-lonisation (ESI) im Negativionenmodus. AuRerdem muss flur diese
Methode keine besondere Probenvorbereitung durchgefuhrt werden. Es wurden gut
auswertbare Spektren erhalten, die keine weiteren Signale zeigten, die auf die

Zersetzung der Pyrophosphatbricke zurickzuflhren sind.
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Das Erhalten und die Reinheit des NDP-Disaccharids, UDP-a-LacNAc 8, wurde mit
Hilfe einer umfassenden = NMR-spektroskopischen  Untersuchung sowie
Massenspektrometrie nachgewiesen.

Das in D,O aufgenommene 'H-NMR-Spektrum zeigt einen Signalsatz mit 14
glycosidischen Protonen und einen Signalsatz mit den acht Protonen, die dem Uridin
zuzuordnen sind (Abb. 89). Beide Signalsatze stehen in einem 1:1-Verhaltnis

zueinander.
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Abbildung 89: "H-NMR-Spektrum (D,0, 400 MHz) von UDP-a-LacNAc 8

Das von dem anomeren Kohlenstoffatom des Glucosaminteils erzeugte Signal gibt
den Aufschluss Uber die Konfiguration der glycosidischen Bindung im Produkt.
Gemal der Karplus-Beziehung ergibt sich fur das a-Anomer mit einer cis-Stellung
von H-1“ und H-2“ (Protonen von GIcNAc) eine Kopplungskonstante von
3Ju12 ~ 3.5 Hz. So deutet die experimentell beobachtete 3JHH-KoppIungskonstante
von 3.0 Hz auf ein a-Glycosid hin. Aufgrund der vicinalen Kopplung des Protons zu
dem Phosphoratom ergibt sich fur das anomere Proton ein dd-Signal, welches auch

auf ein a-Glycosid schlie3en lasst.
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Auch hier kommt das Signal des anomeren Kohlenstoffs des Glycosamins im '*C-
NMR-Spektrum als typisches Dublett, das aus der geminalen Kopplung mit dem
Phosphoratom resultiert (Abb. 90).
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Abbildung 90: *C-NMR-Spektrum (D0, 101 MHz) von UDP-a-LacNAc 8
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Abbildung 91: *'P-NMR-Spektrum (D,0, 162 MHz) von UDP-a-LacNAc 8
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Resultate und Diskussion

UDP-a-LacNAc 8 zeigt in dem entkoppelten *'P-NMR-Spektrum ein
charakteristisches Signalmuster, bestehend aus zwei Signalen (Abb. 91, S. 96). Die
beiden Phosphoratome P, und Py erzeugen durch die geminale 2 Jop-Kopplung
jeweils ein Dublett bei -11.44 wund -13.19ppm mit einer typischen
Kopplungskonstante von 22 Hz.

4.5 Fazit

In dieser Arbeit konnten die Vorteile der chemisch-enzymatischen Synthesen
deutlich gezeigt werden. So konnte die Entschitzung des Guanosins, das auf einem
rein chemischen Weg uber mehrere Stufen problematisch war, durch Einsatz des
Enzyms Subtilisin mit sehr guten Ergebnissen bewaltigt werden. Dabei wurde der
Syntheseweg zum einen verkidrzt und zum anderen durch den Verzicht auf
zusatzliche Schitzungsschritte kostengunstiger durchgeflihrt. Bei der Reinigung der
Zielverbindungen erwies sich der Einsatz von alkalischer Phosphatase durchaus als
hilfreich. Die dadurch ermdglichte schnelle und problemlose Isolierung fuhrte zu
weniger Produktverlust. Weiterhin konnten erstmals 5"“-Methylsulfonyl-cycloSal-
Verbindungen synthetisiert werden. Zum ersten Mal gelang eine zuverlassige
saulenchromatographische Reinigung dieser acceptorsubstituierten cycloSal-
Phosphataktivester. Die hohe Reaktivitat und Reinheit dieser aktivierten Nucleotide
ermdglicht in den Reaktionen mit Nucleophilen einen effizienten und schnellen
Zugang zu NDP-Glycosiden. So konnten NDP-Mono- sowie Disaccharide mit
Ausbeuten bis zu 90% erhalten werden. Diese erfolgreichen Ergebnisse lassen nicht
daran zweifeln, dass das cycloSal-Konzept auch die Darstellung von NDP-

Trisaccharide sowie modifizierten NDP-Saccharide ermoglichen wird.
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Die phosphorylierten Substanzen Ubernehmen in biologischen Systemen vielfaltige
Aufgaben. Die Nucleosiddiphosphatglycoside  sind  essentiell fur die
Stoffwechselvorgange, zum Aufbau glycosidischer Bindungen dienen. Als Substrate
der Glycosyltransferasen werden sie als aktivierte Glycoside zur Biosynthese von
Oligo- und Polysacchariden, die Struktur- und Gerlstelemente sowie Reservestoffe
in Organismen darstellen, genutzt. Die NDP-Glycoside werden auch zur Synthese
von Glycokonjugaten als Bestandteile der Zellmembranen herangezogen, wie
Glycoproteine, Glycolipide und Glycophospholipide. Neben NDP-Monosacchariden
wurden NDP-Di- und Trisaccharide aus Kolostrum und Milch von Saugern isoliert,
deren Funktion und Biosynthese jedoch noch nicht bekannt sind.

Aufgrund der enormen Relevanz der NDP-Glycoside in der Natur und des grolien
pharmakologischen Potentials von Oligosacchariden ist der effiziente synthetische
Zugang zu NDP-Sacchariden von grof3em Interesse. Es wurden bereits eine Vielzahl
von synthetischen Ansatzen dieser Verbindungen publiziert. Jedoch brauchen
manche Synthesen langere Reaktionszeiten und liefern die gewilnschten
Zuckernucleotide in geringen Ausbeuten. Im Gegensatz dazu wurden auch weitere
Methoden publiziert, die innerhalb von wenigen Minuten bis Stunden ablaufen.
Allerdings entstehen haufig bei diesen Synthesen anomere Gemische der NDP-
Glycoside. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Synthese verschiedener NDP-
Mono- und Disaccharide ausgehend von acceptorsubstituierten cycloSal-

Nucleosidmonophosphaten.
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Abbildung 92: cycloSal-Nucleotide als Prodrugnucleotide und Aktivester
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Zusammenfassung

Die cycloSal-Nucleotide wurden als lipophile Vorlaufer potentieller Wirkstoffe,
sogenannte Prodrugs, entwickelt. Um eine passive Membrandurchgangigkeit zu
ermdglichen werden Salicylalkohol-Derivate zur Maskierung der Nucleotide
eingesetzt. In der Zelle werden cycloSal-Nucleotide mit Hydroxidionen nucleophil
angegriffen und Nucleosidmonophosphate freigesetzt. Ahnlich kénnen diese
cycloSal-Verbindungen mit anderen Nucleophilen reagieren und als synthetische
Bausteine eingesetzt werden (Abb. 92, S. 98). Um das synthetische Potential dieser
Phosphataktivester zu erhdhen, mussen sie mit acceptorsubstituierten
Salicylalkoholen maskiert werden.

Die Darstellung der Nucleosiddiphosphat-Glycoside erfolgte nach einer konvergenten
Synthesestrategie. Sie gliederte sich in die Synthese der acceptorsubstituierten
Saligenylchlorphosphite, die Kupplung mit entsprechend geschutzten Nucleosiden zu
aktivierten Phosphattriestern sowie abschlieBend deren Umsetzung mit
anomerenreinen Glycosyl-1-phosphaten zu den entsprechenden Zuckernucleotiden
(Abb. 93).
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Abbildung 93: Konvergente Synthese der Zuckernucleotide
-99-



Zusammenfassung

FUr die Darstellung der cycloSal-Verbindungen wurde in der Arbeitsgruppe eine
Methode etabliert, die die Darstellung der donorsubstituierten Phosphattriester in
sehr guten Ausbeuten (>80%) erlaubte. Diese Methode wurde auf die Darstellung
der acceptorsubstituierten Phosphattriester Ubertragen und lieferte cycloSal-
Verbindungen mit einem starken Acceptor (NO;) nur in niedrigen Ausbeuten (<20%).
Allerdings funktionierte die Methode nicht immer zuverlassig. Erst die Verwendung
eines neuen Oxidationsmittels Oxone®, ein gemischtes Salz aus
2KHSO5'-KHSO4-K;SO,4, und Uberarbeitete Aufarbeitungsmethode brachte den
gewiinschten Erfolg.[®® Die 5“-Nitro-cycloSal-Verbindungen wurden mit einem hohen
Reinheitsgrad erhalten und konnten als Rohsubstanzen fur die folgenden Synthesen

eingesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neben nitrosubstituierten auch 5“-Methylsulfonyl-
sowie 5“-Cyano-cycloSal-Triester verschiedener Nucleotide synthetisiert und fir die
Darstellung der NDP-Glycoside eingesetzt werden. Die cycloSal-Triester wurden
durch die Umsetzung der jeweiligen Nucleosiden mit acceptorsubstituierten
Saligenylchlorphosphite, dargestellt aus entsprechenden  Salicylalkoholen,
synthetisiert.

5-Nitrosalicylalkohol 89 wurde durch Reduktion des entsprechenden Aldehyds 90 in
einer Ausbeute von 88% erhalten (S. 30). 5-Methylsulfonylsalicylalkohol 96 wurde
aus 5-Methylmercaptophenol 92 Uber ein Benzodioxoborinderivat in einer Ausbeute
uber zwei Stufen von 56% synthetisiert (S.31). Die Synthese des 5-
Cyansalicylalkohols 95 konnte  wahrscheinlich auf Grund des starken
desaktivierenden Effektes der Cyanogruppe nicht erzielt werden (S. 31-33).

Die Synthese der cyclischen Saligenylchlorphosphite 100-101 erfolgte nach einer
etablierten Methode durch Reaktion der Salicylalkohole 89 und 96 mit
Phosphortrichlorid bei tiefen Temperaturen mit Ausbeuten von 89 und 69% (S. 33-
34).

Zur Vermeidung der Nebenreaktionen bei der Synthese der cycloSal-
Phosphattriester sowie nachfolgender Synthese der NDP-Glycoside wurden die
jeweiligen  funktionellen  Gruppen der eingesetzten Nucleoside durch
Acetylschutzgruppen blockiert. Die Darstellung der geschutzten Nucleoside 111 und
113 erfolgte nach einer erprobten, drei Stufen umfassenden Synthese mit guten

Ausbeuten (S. 35-36). Die erfolgreiche Synthese des geschutzten Guanosins 112
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sowie 2'-Desoxyguanosins 113 erfolgte nach einer chemoenzymatischen
zweistufigen Methode in den Gesamtausbeuten von 50% und 61% (S. 37).

Mit den erhaltenen Saligenylchlorphosphiten 100-101 und den geschutzten
Nucleosiden 111-113  konnten anschlielend die Umsetzungen zu den
entsprechenden cycloSal-Nucleotiden durchgefihrt werden. Die intermediar
gebildeten Phosphor(lll)-Verbindungen wurden anschlielend in situ mit Oxone® zu
den entsprechenden cycloSal-Nucleosidmonophosphaten 117-122 oxidiert (S. 40-
41). Die 5"-Nitro-cycloSal-Nucleotide 117-119 wurden in hoher Reinheit in
Ausbeuten von 50 bis 88% erhalten. Die 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-Nucleotide 120-
122 wurden ebenfalls in hoher Reinheit in Ausbeuten von 70 bis 83% erhalten. Diese
konnten jedoch im Gegensatz zu nitrosubstituierten Derivaten anschliel3end
chromatographisch gereinigt werden. Die cycloSal-Nucleotide 120-122 wurden in

reiner Form in den Ausbeuten von 55 bis 60% synthetisiert (S. 43).

Um anomerenreine Zielverbindungen zu erhalten, wurden die bendtigten Glycosyl-1-
phosphate anomerenrein synthetisiert. Die peracetylierten Dibenzylphosphate 141-
142 wurden nach der Phosphoramiditmethode als o/p-Gemische synthetisiert. Die
beiden Anomere konnten anschlieBend saulenchromatographisch voneinander
getrennt werden. Die Dibenzylphosphate 143-146 wurden dagegen aufgrund der
Effekte, die die Acetatester und -amide an C-2 ausuben, als reine a-Anomere
erhalten. Die anschlielliende hydrogenolytische Debenzylierung lieferte a-Glycosyl-1-
phosphate 147a-151 und 67 als Triethylammoniumsalze in Ausbeuten von 80 bis
98% (S. 45-48). Da bei der Phosphoramiditmethode das a-Anomer als Hauptprodukt
entsteht und die erhaltene Menge an B-Anomer unzureichend war, wurden die -
Glycosylderivate 147b und 148b zusatzlich mittels Koenigs-Knorr-Methode generiert.
Beide B-Glycosyl-1-phosphate wurden als Triethylammoniumsalze in vier Stufen in
Gesamtausbeuten von ca. 60% erhalten (S. 49-50). Fur die Synthese des NDP-
Trisaccharides 82 wurde das Trisaccharidphosphat 81 bendtigt. Es konnte
erfolgreich das Dibenzylphosphat des Lactosaminderivates 167 dargestellt werden,
jedoch scheiterte die anschlieRende Synthese zum Trisaccharidphosphat 81 an der
Spaltung des 4°,6°-O-Benzylidenacetals (S. 52-57).
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Zur Darstellung der Zielverbindungen wurden die entsprechenden 5"“-Nitro-cycloSal-
Nucleotide 117-119 mit Glycosyl-1-phosphaten gekoppelt. Zunachst erfolgte die
Synthese nach dem in der Arbeitsgruppe etabliertem Protokoll. Allerdings wurde
neben schlechten Ausbeuten, die Entstehung der Nucleosidmonophosphate als
Nebenprodukte beobachtet. Daher wurden die Stabilitat der Zielverbindungen bei
den Reaktionsbedingungen getestet und die Reaktionsparameter entsprechend
optimiert (S. 65-69). Im Gegensatz zu dem urspringlichen Syntheseprotokoll wurden
Umsetzungen bei Raumtemperatur und mit zwei Aquivalenten des Nucleophils
durchgefuhrt. Weiterhin wurden bessere Ausbeuten erzeugt, wenn die Edukte
sorgfaltig im Olpumpenvakuum und Uber Molekularsieb vorgetrocknet wurden. Die
gewunschten Produkte wurden in Ausbeuten bis zu 61% erhalten (S. 72-74).
Weiterhin konnten die Zielverbindungen problemlos in reiner Form nach nur einem
Reinigungsschritt isoliert werden, indem die NMPs mit Hilfe von alkalischer
Phosphatase zu Nucleosiden und Phosphat abgebaut wurden. Die gewunschten
Produkte wurden in Ausbeuten bis zu 69% erhalten (S. 78-80).

Neben nitrosubstituierten Triestern wurden auch 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-
Nucleotide 120-122 zur Darstellung der Zielverbindungen eingesetzt. Der Vorteil
dieser Verbindungen ist, dass sie im Gegensatz zu Nitro-Phosphatestern 117-119
saulenchromatographisch gereinigt werden konnten und so als reine Substanzen flr
die Kupplungsreaktionen eingesetzt werden konnten. Die wahrend dieser Arbeit
gewonnenen Erfahrungen wurden hier angewendet und die gewiunschten NDP-
Glycopyranosen (Abb. 82-84, S.88-90) in den Ausbeuten von 61 bis 89%
synthetisiert. Neben Monosacchariden wurde auch das UDP-Disaccharid 8 mit Hilfe

der cycloSal-Aktivester in 90% Ausbeute erhalten.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit die zuvor erarbeitete Methode zur Darstellung der
NDP-Glycoside erfolgreich optimiert werden. Es konnte demonstriert werden, dass
neben nitrosubstituierten Triestern auch Methylsulfonylderivate als reaktive
Synthesebausteine eingesetzt werden koénnen. Aufgrund seiner Reaktivitat und
hoher Reinheit lieferten sie die Zielverbindungen schnell und effizient. Weiterhin
konnte demonstriert werden, dass der Einsatz von Enzymen die Durchflhrung

mancher Reaktionen sowie die Isolierung der Zielverbindungen erleichtert.
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6. SUMMARY

Carbohydrates are crucial for a diverse range of biological functions, and as such
glycobiology offers numerous new opportunities for clinical diagnosis and therapeutic
intervention. Carbohydrates play as oligosaccharides and glycoconjugates important
roles in a variety of biological processes. The biosynthesis of these biopolymers is
catalyzed by glycosyltransferases. These enzymes require activated sugar donor
species, typically in the form of sugar nucleotides (NDP-sugars), and transfer
monosaccharide residue stereospecifically to acceptors such as oligosaccharides,
lipids or proteins.

For this reason, a chemical access to NDP-sugars is of great interest as substrates
for enzymatic reactions, as enzyme inhibitors, as tools for the study of
glycoconjugate biosynthesis and as pharmacological substances. As a result, a
number of different methods have been developed for the preparation of naturally
occurring sugar nucleotides as well as for their structural analogs. A variety of
procedures has been reported that can be classified in three categories. The first one
is enzymatic synthesis of natural NDP-sugars. The second category involves the
reaction of a protected and at the anomeric center activated glycosyl donor with salts
of nucleoside 5’-diphosphate. And third the pyrophosphate bridge can be introduced
by coupling of a monosaccharide-1-phosphate with an activated nucleoside 5'-
monophosphate. However, all this literature-known chemical procedures either led to
anomeric mixture of NDP-sugars or proceed with long reaction times.

The thesis in hand describes the preparation of various NDP-sugars starting from
cycloSal-nucleotides as active esters. Originally, cycloSal-nucleotides had been
developed as prodrug to deliver biological active nucleotides into cells. These
nucleotides are masked by salicylalkohol to ensure the membrane-permeability of
phosphorylated drugs. The pH-depended cleavage is initiated by nucleophilic attack
of water/hydroxide at the phosphate triester and vyields by selective hydrolysis
pathway to nucleotide and masking unit. For synthetic application, the cycloSal-
nucleotide can be cleaved by an initial attack of other nucleophiles. So, the reaction
of glycosyl monophosphate on phosphorus center of cycloSal-nucleotide led to NDP-
sugars. For a fast and efficient reaction it is important to apply strong acceptor
substituted cycloSal-nucleotides like 5-nitro and 5-methylsulfonyl in order to increase

the electrophilic properties of the phosphorous atom.
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As starting material several cycloSal-nucleotides and glycosyl monophosphates were
prepared. The cycloSal-nucleotides were prepared by known synthetic routes using
the high reactivity of phosphorous(lll)-reagents. Previously, 5-nitrosalicylalkohol 89
was synthesized by reduction of the corresponding aldehyde in 88% yield and 5-
methylsulfonylsalicylalkohol 96 was synthesized by hydroxymethylation of p-
methylmercaptophenol in 56% yield over two steps. The cyclic chlorophosphite 100-
101 were achieved by a standard procedure using phosphorous trichloride at low
temperature. To avoid side reactions during the cycloSal-triester synthesis and for
better solubility, the corresponding nucleosides 102-104 were protected with acetyl
groups. The nucleosides 111 und 113 were synthesized in three steps by silylation,
acetylation and subsequent desilylation. The nucleosides 112-113 were achieved by
a chemoenzymatic method in two steps in 50-60% yields. The coupling of the
chlorophosphites 100-101 with the acetylated nucleosides 111-113 was carried out in
acetonitrile at -20 °C. The resulting phosphite triesters were oxidized in one-pot
reaction with oxone®, which is a mixed salt composed of 2KHSO5-KHSO4-K,SO4. The
inorganic salts could be removed by extraction with water. The purity of resulting
cycloSal-nucleotides 117-122 was found to be sufficiently high for the following
reactions with sugar phosphates according to *'P-NMR spectrum. However, 5’-
methylsulfonyl-cycloSal-nucleotides 120-122 could be purified by chromatography.
These pure active triesters obtained in following coupling reactions NDP-sugars in
higher yields.

The glycosides were peracetylated by standard conditions to increase the solubility
and to minimize side reactions at the hydroxyl functions. The peracetylated
glycosides 128-134 were deacetylated at the anomeric center by hydrazinium
acetate and treated with dibenzyl(diisopropylamino)phosphine in a presence of
dicyanoimidazole to give the phosphite intermediates, which were converted into the
o/B-anomeric mixture of 1-phosphates by oxidation with m-chloroperbenzoic acid.
However, both anomers could be separated from each other by column
chromatography. In the case of glycosides 143-146 only a-anomeres were obtained.
For the formation of the p-configurated glycosyl-1-phosphate, peracetylated
glucose 128 and galactose 129 were converted into pyranosyl-bromides 152-153,
which were treated with dibenzylphosphate in the presence of Ag.,COs;.

Subsequently, the phosphate moieties were debenzylated by hydrogenolysis using
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Pd/C, H; and Et3;N to give anomerically pure glycosyl-1-phosphates 147-151 and 67
as their triethylammonium salts in 80-98% yield.

The aims of the presented thesis were an optimisation of a new route towards NDP-
sugar developed in our group and synthesis of new sugar nucleotides. The original
protocol is a two-step procedure including the coupling of glycosyl-1-phosphate to the
cycloSal-triester and the deacetylation to desire NDP-sugar in second step.
Originally, the preparation of target molecules was carried out in DMF at 50 °C.
Herein, the stability of NDP-sugars was tested at coupling and deacetylation
conditions. Because of decomposition of the product at 50 °C, the 5”-nitro-cycloSal-
nucleotides and glycosyl-1-phosphates were reacted finally at room temperature. In
contrast to the original protocol two equivalents of nucleophile were used. Therefore,
the highly hygroscopic triethylammonium salts of sugar phosphates were
exhaustively dried in vacuum and then dissolved in DMF over molecular sieve. After
reworking of the original protocol yields until 61% were obtained. To facilitate the
efficient purification of sugar nucleotide alkaline phosphatase was added after
deacetylation. This led to dephosphorylation of the by-product nucleoside
monophosphate and easier isolation of the products via reversed-phase
chromatography using water as the eluting solvent. The NDP-sugars were
successfully obtained on this way with yields up to 69%. However, the best results
were achieved by this method using purified 5”-methylsulfonyl-cycloSal-triester. The
UDP-, GDP- and dGDP-glycosides (Abb. 82-84, S. 88-90) were obtained with yields
between 61% and 89%. Additionally, this method was successfully used for the
prepration of NDP-disaccharide, UDP-a-D-LacNAc 8 in 90% yield.

In conclusion, the thesis in hand demonstrates that acceptor substituted cycloSal-
nucleotides are effective chemical synthons for efficient and fast syntheses of NDP-
mono- and oligosaccharides. The original method was optimized with regard to the
reaction temperature, the nucleophile equivalents, the substituents at the cycloSal-
active ester and the isolation using alkaline phosphatase. The method can be applied

to the synthesis of anomerical pure NDP-sugars with modified sugar or nucleosides.
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7. EXPERIMENTELLER TEIL

7.1 Allgemeines

7.1.1 Losungsmittel und Reagenzien

Acetanhydrid:

Acetonitril:

Acetylchlorid:

(CH3CO),0 [102.09]; Sdp.: 138-140 °C; d = 1.08
Aldrich Nr. 691275 unter Schutzgas (Stickstoff) destilliert und
Uiber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

C,H3N [41.05]; Sdp.: 81-82 °C; d = 0.78
technische Qualitat; mehrere Tage unter Schutzgas (Stickstoff)
und Uber Calciumhydrid zum Ruckfluss erhitzt, destilliert und
Uber Molekularsieb 3A aufbewahrt.

CH3;COCI [78.50]; Sdp.: 52 °C; d = 1.10
Aldrich Nr. 320129 unter Schutzgas (Stickstoff) destilliert und
Uiber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

Alkalische Phosphatase:

Deuterochloroform:

Dichlormethan:

aus Kalb-Darm [Grade I]; Roche Applied Science, 4000 Units,
23.4 mg Lyo.

CDCl3 [120.38]; Sdp.: 60.9 °C; d = 1.5

Deutero GmbH, tiber Molekularsieb 4A getrocknet.

CH,CI, [84.93]; Sdp.: 39-40 °C; d = 1.325
a) technische Qualitat; uber Calciumchlorid getrocknet und bei
Normaldruck destilliert.
b) technische Qualitdt; mehrere Tage unter Schutzgas
(Stickstoff) und Uber Calciumhydrid getrocknet, destilliert und
Uber Molekularsieb 4A aufbewahrt.
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Diethylether: C4H100 [74.12]; Sdp.: 34.5 °C, d = 0.867
a) technische Qualitat; destilliert und tber KOH aufbewahrt.
b) technische Qualitat; 3-4 Stinden unter Schutzgas (Stickstoff)
und Uber Kalium/Benzophenon zum Ruckfluss erhitz,
destilliert und tGber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

Di-iso-propylethylamin:  [(CH3).CH],NC,Hs5 [129.24]; Sdp.: 127 °C; d = 0.742
Aldrich Nr. 387649 unter Schutzgas (Stickstoff) destilliert und
Uber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

N,N-Dimethylformamid:  C3sH;NO4[73.09]; Sdp.: 153 °C; d = 0.94
puriss. Absolut, tUber Molekularsieb, H,O: 0.001%;
Fluka Nr. 40248.

1,4-Dioxan: C4HgO [88.11]; Sdp.: 101 °C; d = 1.030
technische Qualitat; mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Natrium

getrocknet, destilliert und Uber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

Dimethylsulfoxid-de: (CD3)2S0 [84.17]; Sdp.: 189 °C; d =1.19

Deutero GmbH, tiber Molekularsieb 4A getrocknet.

Essigsaureethylester: C4HgO, [88.11]; Sdp.: 77 °C; d = 0.902
technische Qualitat; Uber Calciumchlorid getrocknet und bei

Normaldruck destilliert.

n-Hexan: CeH14 [86.17]; Sdp.: 68.7 °C; d = 0.65
technische Qualitat; unter Normaldruck destilliert.

Methanol: CH40 [32.04]; Sdp.: 64 °C; d = 0.791
a) puriss. Absolut, Uber Molekularsieb, Fluka Nr. 65542.
b) technische Qualitat; unter Normaldruck destilliert.

Petrolether (50-70): Sdp.: 50-70 °C
technische Qualitat; unter Normaldruck destilliert.

-107 -



Experimenteller Teil

Phosphor(lll)-chlorid: PCl; [137.33]; Sdp.: 74-78 °C; d = 1.574

Pyridin:

Tetrahydrofuran:

Toluol:

Triethylamin:

Aldrich 310115, unter Schutzgas (Stickstoff) destilliert und Uber
Molekularsieb 4A aufbewahrt.

CsHsN [79.10]; Sdp.: 115 °C; d = 0.980
puriss. Absolut, Uber Molsieb, H,O: 50 ppm; Fluka Nr. 82704.

C4HsO [72.11]; Sdp.: 65-66 °C; d = 0.890
technische Qualitat; 3-4 Stunden unter Schutzgas (Stickstoff)
und Uber Kalium/Benzophenon zum Ruckfluss erhitzt, destilliert

und Uber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

C7Hsg [92.14]; Sdp.: 110 °C; d = 0.990
technische Qualitat; Uber Natrium getrocknet und bei

Normaldruck destilliert.

CsH15N [101.19]; Sdp.: 89 °C; d = 0.72
a) technische Qualitat; uber KOH gelagert.
b) technische Qualitdt; mehrere Tage unter Schutzgas
(Stickstoff) und Uber Calciumhydrid zum Ruckfluss erhitzt,

destilliert und iber Molekularsieb 4A aufbewahrt.

Triethylammoniumacetat-Puffer (TEAA-Puffer) pH= 6.9 fur die HPLC:

Es wurden 5.88 mL Eisessig und 10.12 mL Triethylamin in
ca. 900 mL Reinstwasser geldst und auf einen pH-Wert von 6.9

eingestellt und mit Reinstwasser auf 1000 mL aufgefullt.

Triethylammoniumacetat-Puffer (TEAA-Puffer) pH= 8.0 fur die HPLC:

Es wurden 3.0 mL Eisessig und 5.0 mL Triethylamin sowie
50 mL Acetonitril in ca. 900 mL Reinstwasser gelost und auf
einen pH-Wert von 8.0 eingestellt und mit Reinstwasser auf
1000 mL aufgefulit.
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7.1.2 Chromatographie

Dinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator
(Merck Nr. 5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Platten wurden auf eine
Groflde von 1-8 x 10 cm zugeschnitten; die Laufstrecke betrug 5-10 cm. Alle R-Werte
wurden bei Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Substanzen
erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm. Als Farbereagenz

wurde 10%-ige Schwefelsdure verwendet.

Praparative Saulenchromatographie

Substanzgemische zwischen 0.1 g - 10 g Rohausbeute wurden Uber eine Saule mit
leichtem Uberdruck gereinigt. Als Trennmaterial wurde Kieselgel mit einer KorngréRe
von 0.035 - 0.070 mm, 60 A [60.08]; SiO, (Acros Organics bzw. Merck) verwendet.

Umkehrphasenchromatographie

Substanzgemische zwischen 20-200 mg Rohausbeute wurden Uber eine Saule mit
leichtem Uberdruck gereinigt. Als Trennmaterial wurde Kieselgel LiChroprep RP-18

mit einer Korngroflie von 40-63 um (Merck) verwendet.

Zirkulare praparative Dinnschichtchromatographie (Chromatotron)

Unempfindliche Substanzgemische mit 1-4 g Rohausbeute wurden Uber eine Platte
mit einer Schichtdicke von 1-4 mm gereinigt. Als Trennmaterial wurde Kieselgel

Merck Typ 7749 mit Gipszusatz und Fluoreszenzindikator [60 PF,s4] verwendet.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungschromatographie wurde an einer Merck-Hitachi-Anlage mit der
Software Chromatography Data Station Software HPLC System Manager Version
3.1.1. durchgefuhrt. Bei dem Interface handelte es sich um das Model L-7000, bei
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der Pumpe um das Model L-7100, bei dem automatischen Probenwechsler um das
Model L-7200 und bei dem Dioden Array Detektor um das Model L-7455. Es wurde
eine RP-18 endcapped 5 um Li Chrosphor 100, EcoCART 125-3 Saule verwendet.
HPLC-Methode: Acetonitril-Gradient von 0-23% in TEAA-Puffer (pH 6.9) bis
50 Minuten, dann 100% Acetonitril fir 5 Minuten und anschlieend 100% TEAA-
Puffer fur 10 Minuten.

7.1.3 Spektroskopie

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung der Universitat

Hamburg an den Instituten fur Organische und Anorganische Chemie aufgenommen.

Es standen folgende Gerate zur Verfugung:

"H-NMR:

3C-NMR:

3 P_NMR:

Bruker AMX 400 (400 MHz), Bruker DMX 500 (500 MHz), Bruker AV
400 (400 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen DMSO-ds
(6= 2.50 ppm), CDCI3 (6= 2.50 ppm), CD30OD (6= 3.31 ppm) und CgDs
(6=7.26 ppm). Die Aufnahmen erfolgten bei 400 MHz in 5 mm

Réhrchen Uber einen Messbereich von -2 bis +14 ppm.

Bruker AMX 400 (101 MHz), Bruker AV 400 (101 MHz). Die
Standardisierung erfolgte gegen DMSO-ds (6= 39.52 ppm), CDCls
(6= 77.16 ppm), CD30D (6= 49.00 ppm) und Cg¢Ds (6= 128.00 ppm). Die
Aufnahmen erfolgten bei 100.6 MHz in einen Messbereich von 0 bis
200 ppm.

Bruker DMX 500 (202 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen einen
externen Standard (85% Phosphorsaure).

Die Zuordnung der Signale erfolgte durch die Aufnahme zweidimensionaler Spektren
(H,H-Cosy, HSQC, HMBC, NOESY).
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Massenspektrometrie (MS)

FAB (Fast Atom Bombardement):
Die FAB-Massenspektren wurden an der Universitat Hamburg
am Institut  fur  Organische Chemie mit  einem
doppelfokussierenden Spektrometer VG/70-250 F der Firma VG
Analytical gemessen. Als StoRgas wurde Xenon, als Matrix

m-Nitrobenzylalkohol verwendet.

El (Elektronenstof3-lonisation):
Die EI-Massenspektren wurden an der Universitat Hamburg am
Institut fir Organische Chemie mit einem doppelfokussierenden

VG Analytical VG/70-250S-Spektrometer aufgenommen.

ESI (Elektrospray-lonisation):
Die ESI-Massenspektren wurden an der Universitat Hamburg am
Institut fur Organische Chemie mit einem ThermoQuest
Spektrometer der Marke Finnigan, Modell MAT 95 XL gemessen.

7.1.4 Gerate

Schmelzpunktgerat

Die Schmelzpunkte wurden in einseitig offenen Schmelzpunktrohrchen mit einem

Schmelzpunkt-Bestimmer apotec der Firma Otto Stein ermittelt.

Infrarot-Spektrometer

Die IR-Spektren wurden an einem IR-Spektrometer AVATAR 370 FT-IR und an
einem [R-Spektrometer Bruker Alpha P ATR bei Raumtemperatur in einem
Messbereich von 400 - 4000 cm™ aufgenommen. Die Substanzen wurden als Pulver,

Flussigkeit, KBr - Presslinge sowie mit Hilfe von NaCl-Platten gemessen.
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Polarimeter

Der Drehwert der chiralen Verbindungen wurde an einem Perkin Elmer Polarimeter
341 mit einer Hg-Lampe (546 nm) und an einem Perkin Elmer Polarimeter mit einer
Na-Lampe (598 nm, D-Linie) bei Raumtemperatur aufgenommen. Der am
Polarimeter abgelesene Wert ist der optische Drehwert a, welcher in den
a *100

c*l

spezifischen Drehwert |a|’, mit der Formel |o|, = umgerechnet werden muss.

UV-Spektrometer

Die UV-Spektren wurden an einem UV-Spektralphotometer (CARY 1E) der Firma

Varian aufgenommen.

Gefriertrocknung

Wassrige LOosungen wurden an einer Christ-Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanlage

lyophilisiert.

7.2 Synthesen

7.2.1 Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

AAV 1. Synthese von 2-Phenyl-4H-[1, 3, 2]-benzodioxaborinen

In einer Dean-Stark-Apparatur wurden 1 Aq. Phenol, 1.2 Aq. Phenylboronséure und
2 Aq. para-Formaldehyd in Toluol aufgenommen. Danach wurden 0.5 Aq.
Propionsaure  zugesetzt und das Reaktionsgemisch unter Ruckfluss
(Olbadtemperatur 135 °C) erhitzt. Alle zwei Stunden wurde das Reaktionsgemisch
leicht abgekiihlt und 2 Aq. para-Formaldehyd zugesetzt. Nach vollstdndigem Umsatz
wurde das Reaktionsgemisch abgekuhlt und das Loésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde mit Dichlormethan und Wasser
aufgenommen und die wassrige Phase anschlieRend zweimal mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaHCO;-
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Losung und Wasser gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt ohne Reinigung weiter eingesetzt.

AAV 2. Synthese von Saligenylchlorphosphiten

Zu einer auf -20 °C gekihlten Lésung von 1 Ag. Salicylalkohol in 5 mL abs. THF und
30 mL abs. Diethylether wurden unter Stickstoffasatmosphare langsam 1.3 Aq.
Phosphortrichlorid zugetropft. Nach 10 min Rihren wurden 2.2 Aq. abs. Pyridin
geldst in 10 mL abs. Diethylether innerhalb von einer Stunde bei -20 °C zugetropft.
AnschlieRend wurde das Gemisch auf Raumtemperatur erwarmt und eine Stunde bei
Raumtemperatur geruhrt. Daraufhin wurde die Suspension Uuber Nacht im
Klhlschrank zur vollstandigen Ausfallung des Pyridiniumchlorids gestellt. Der
Niederschlag wurde unter Schutzgasatmosphare abfiltriert und das Filtrat unter
vermindertem Druck eingeengt. Das Produkt wurde ohne Reinigung weiter

eingesetzt.

AAV 3. Selektive Einfuhrung des Silylethers an der 5’-Position der Nucleoside

In einer Stickstoffatmosphare wurde 1 Ag. Nucleosid zweimal mit je 20 mL abs.
Pyridin coevaporiert und erneut mit abs. Pyridin aufgenommen. Die Suspension
wurde mit 1.1 Aq. TBDMS-CI und 1.1 Aq. Imidazol versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde anschlieliend 20 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Zugabe von Methanol
und Entfernen des LdAsungsmittels erfolgte eine saulenchromatographische

Reinigung mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (2.5-10%).

AAV 4.1. Acetylierung der Nucleoside mit Essigsaureanhydrid

Unter Schutzgas wurde 1 Ag. Nucleosid in abs. Pyridin gelést und auf 0 °C gekiihit.
Danach wurden pro freie Funktionsgruppe 3 Agq. DMAP und 5Aq.
Essigsaureanhydrid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei
Raumtemperatur ~ gerthrt und  anschlie®Bend das  LOsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Rulckstand wurde mit Dichlormethan
aufgenommen, mehrmals mit gesattigter NaHCO3-Lésung und einmal mit gesattigter

NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde uber Na,SO,4 getrocknet und
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unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde durch
Ausfallen oder saulenchromatographische Reinigung mit einem

Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%) gewonnen.
AAV 4.2, Acetylierung der Nucleoside mit Acetylchlorid

Unter Schutzgas wurde 1 Ag. Nucleosid in abs. Pyridin geldst und auf 0 °C gekiihit.
Danach wurden pro freie Funktionsgruppe 3 Aqg. Acetylchlorid langsam zugetropft
und die Reaktionslosung 3 h bei Raumtemperatur geruhrt. Der ausgefallene Feststoff
wurde abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit.
Das Rohprodukt wurde durch Ausfallen oder saulenchromatographische Reinigung

mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%) gewonnen.
AAV 5. Spaltung des Silylethers von Nucleosiden

Unter Schutzgas wurde 1Aq. des TBDMS-geschiitzen Nucleosids in abs. THF gelost
und bei 0 °C mit 4 Aq. Triethylamintrihydrofluorid und 3 Aq. Triethylamin versetzt.
Nach 6 h Ruhren wurde das Reaktionsgemisch mit Dichlormethan aufgenommen
und drei Mal mit gesattigter NaHCO3;-Losung gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck vom Loésungsmittel
befreit. Der Ruckstand wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-5%)

saulenchromatographisch gereinigt.
AAV 6. Synthese von cycloSaligenylnucleosidmonophosphaten

Unter Schutzgas wurde 1 Aq. des Nucleosidderivates in einem Schlenkkolben mit 5
Kugeln Molsieb 3 A in 20 mL abs. Acetonitril gelést und auf -20 °C abgekdihlt. Die
Lésung wurde bei -20 °C mit 2 Aq. abs. Diisopropylethylamin versetzt und nach
10 min vorsichtig 2 Ag. Saligenylchlorphosphit gelést in 5mL abs. Acetonitril
zugetropft. Die Reaktionslosung wurde auf Raumtemperatur erwarmt und bis zum
vollstandigen Umsatz des Nucleosides bei Raumtemperatur geruhrt (18 h). Danach
wurde das Gemisch auf -10 °C abgekiihlt und mit 4 Aq. Oxone® geldst in kaltem
Wasser versetzt. Anschliellend wurde auf Raumtemperatur erwarmt und 15 min

geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde in 30 mL kaltem Wasser aufgenommen und
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zweimal mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit kaltem Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Nach Entfernen des Ethylacetates, wurde der Rickstand in Dichlormethan
aufgenommen, filtriert und unter vermindertem Druck vom Lésungsmittel befreit. Das
Produkt wurde entweder als Rohprodukt weiter eingesetzt oder am Chromatotron
gereinigt.

Synthese von 2-Hydroxy-5-nitrobenzylalkohol 89

In  einem Rundkolben wurden 3.00g (17.9 mmol) 2-Hydroxymethyl-5-
nitrobenzaldehyd 90 in 40 mL 99.8%-igen Ethanol gelést und mit 476 mg
(12.6 mmol) Natriumborhydrid in kleinen Portionen vorsichtig versetzt. Nach 20 min
wurde die Losung mit 40 mL Wasser versetzt und konz. HCl zugetropft bis die
Losung gelb wurde. Das Losungsmittel wurde abgetrennt, der Riuckstand zweimal

mit Methanol coevaporiert und anschlielRend aus Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 2.66 g (15.7 mmol, 88%) eines gelben Feststoffes.
-"H-NMR (400 MHz, DMSO-dj) & [ppm]: 11.1 (br. s, 1H, phen. OH), OaN. o
8.21 (d, 1H, “Juy=3.1Hz, H-6), 8.02 (dd, 1H, “Juy=3.1 Hz, m
3Jun = 8.9 Hz, H-4), 6.93 (d, 1H, *Juy = 8.9 Hz, H-3), 5.34 (br. s, 1H,
benz. OH), 4.50 (s, 2H, CH,). -">*C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 160.4 (C-2),
139.6 (C-5), 130.3 (C-1), 123.9 (C-4), 122.6 (C-6), 114.6 (C-3), 57.3 (CH,). - IR (KBr)
v [em™]: 3565, 3461, 3081, 1619, 1589, 1483, 1440, 1333, 1198, 1177, 988, 816.
-MS (FAB, m/z) C;H;NO,: ber: 169.04, gef: 1701 [M+H]'.-DC: R
Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.55. - Smp.: 130.5 °C.

3

Synthese von 6-Cyano-2-phenyl-4H-[1, 3, 2]-benzodioxaborin 93

Nach AAV 1 wurden 1.00g (8.39 mmol) 4-Cyanphenol 91, [, 68 , 7

1.23g (10.1 mmol)  Phenylboronsaure und 504 mg . B b
2 0

(16.8 mmol) para-Formaldehyd in 20 mL Toluol aufgenommen 3 \O

und 340 pL (330 mg, 4.50 mmol) Propionsaure zugesetzt. Alle zwei Stunden wurde

das Reaktionsgemisch leicht abgekuhlt und weitere 504 mg (16.8 mmol) para-

Formaldehyd zugesetzt. Nachdem die Prozedur sechsmal wiederholt wurde, wurde
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das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand nach AAV 1
aufgearbeitet. Mittels NMR-Spektroskopie konnte nachgewiesen werden, dass das
gewlnschte Produkt 93 nicht entstanden war, lediglich das Phenol 91 konnte im

Spektrum identifiziert werden.

Synthese von 6-Methylmercapto-2-phenyl-4H-[1,3,2]-benzodioxaborin 94

Nach AAV 1 wurden 15.0g (110 mmol) 4-Methylmercaptophenol 92, 14.3 g
(120 mmol) Phenylboronsaure und 6.40 g (210 mmol) para-Formaldehyd in 200 mL
Toluol aufgenommen und 3.20 g (110 umol) Propionsaure zugesetzt. Alle zwei
Stunden wurde das Reaktionsgemisch leicht abgekuhlt und weitere 6.40 g
(210 mmol) para-Formaldehyd zugesetzt. Nachdem die Prozedur sechsmal
wiederholt wurde, wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
Ruckstand nach AAV 1 aufgearbeitet.

Rohausbeute: 26.5 g eines gelben Feststoffes.

“'H-NMR (400 MHz, CDCl)3[ppm]: 7.95 (dd, 2H, [, oo ©° , 7
(0]
30w = 1.4 Hz, H,), 7.51-7.48 (m, 1H, H,), 7.43-7.39 (m, 2H, ; S
20
Hg), 7.20-7.17 (m, 1H, H-4), 7.04-7.02 (m, 1H, H-6), 6.95 (d, s @Y

1H, 3Jun = 2.0 Hz, H-3), 5.21 (s, 2H, H-7), 2.47 (s, 3H, CHs;). -">C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & [ppm]: 134.4 (C,), 132.3 (C-2), 131.7 (C,), 128.6 (C-4), 127.8 (Cg), 125.3
(C-5), 124.5 (C-1), 119.0 (C-6), 62.9 (C-7), 17.4 (CHs).

Anmerkung: Da es sich um das Rohprodukt handelt, wurden nur 'H- und "*C-NMR-

Spektroskopie angefertigt.
Synthese von 2-Hydroxy-5-methylsulfonylbenzylalkohol 96

Es wurden 3.00g (entspricht 12.4 mmol von 4-Methylmercaptophenol 92) 6-
Methylmercapto-2-phenyl-4H-[1,3,2]-benzodioxaborin 94 in 7.5 mL Essigsaure gelost
und mit 12 mL 30 %-iger H,O»-L6sung 20 h bei 45 °C geruhrt. Nach dem Abkuhlen
wurde die Reaktion mit 10 mL Eiswasser abgebrochen und funf Mal mit je 20 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
NaHCOs3-Losung und anschlieRend mit 40%-iger NaHSO3-Losung gewaschen. Nach
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Trocknung Uber Na,SO4 wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohgemisch saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-

Gradienten (0-4%) gereinigt.

Ausbeute: 1.64 g (8.12 mmol, 65% Uber 2 Stufen) eines gelben Feststoffes.
-"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) & [ppm]: 8.52 (br. s, 1H, phen. o 1
OH), 7.40-7.37 (m, 1H, H-4), 7.27-7.26 (m, 1H, H-6), 6.95 (d, 1H, H@\AOH
SJun = 8.4 Hz, H-3), 5.20 (m, 1H, benz. OH), 4.84 (s, 2H, CH,), e

2.67 (s, 3H, CHs). -"*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg) & [ppm]: 159.6 (C-2), 134.4 (C-5),
126.5 (C-1), 125.3 (C-4), 123.5 (C-6), 117.8 (C-3), 64.2 (CHy), 43.7 (CHs). - IR (KBr)
v [em™: 3387, 1637, 1591, 1425, 1371, 1280, 1239, 1083, 1009. - MS (FAB, m/z)
CgH1004S: ber.: 202.0, gef.: 203.1 [M+H]". — DC: R--Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.32.

-Smp.: 120.1 °C.

Synthese von 5-Cyano-Salicylaldehyd 97 (ortho-Formylierung)
Methode 1 (nach Suzuki)

1.00 g (8.39 mmol) 4-Cyanophenol 91 wurden in 8 mL Trifluoressigsaure geldst und
mit 2.35g (16.8 mmol) Hexamethylentetramin versetzt. Nachdem die Loésung
abkuhlte, wurde sieben Stunden bei 100 °C erhitzt. Unter Eiskihlung wurden 3 mL
Schwefelsaure (50%) und 15 mL Wasser zugegeben und bei Raumtemperatur 30
Minuten geruhrt. Die Reaktionslosung wurde in Ethylacetat aufgenommen und
einmal mit Wasser und zweimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung
gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden viermal mit Ethylacetat
extrahiert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck abgetrennt, nachdem
uber Natriumsulfat getrocknet wurde. Das Rohprodukt wurde mit einem
Petrolether/Ethylacetat-Gradienten (50-100%) saulenchromatographisch gereinigt.
Das 'H-NMR-Spektrum des Produktes 97 zeigte eine unbekannte Verunreinigung

von ca. 20%.

Ausbeute: 271 mg (1.84 mmol; 22%) eines gelben Feststoffes.
-"TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 11.82 (s, 1H, COH), 10.25 (s, 1H, OH), 8.03
(d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, H-6), 7.91 (dd, *Jun = 2.3 Hz, Jun = 8.7 Hz, 1H, H-4), 7.14 (d,
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Jun = 8.7 Hz, 1H, H-3). -"*C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 189.1 s O
NC 1

(C-7), 187.7 (C-2), 138.9 (C-4), 133.5 (C-6), 123.1 (C-1), 188.7 (C-3), | s H

118.4 (C-5). - IR v [cm™"]: 3304, 2225, 1733, 1705, 1666, 1613, 1552, | * 3 2 OH

1479, 1380, 1290, 1183, 1143, 1110, 1016, 932, 909. - MS (FAB, m/z) CgHsNO,:
ber.. 147.03, gef: 147.0 [M]". -DC: R¢Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.47.
- Smp.: 158 °C.

Anmerkung: Erneuter Versuch ergab kein gewlnschtes Produkt.

Methode 2 (nach Skattebol)

Unter Stickstoffatmosphare wurden 1.00 g (8.39 mmol) 4-Cyanophenol 91, 1.20 g
(12.6 mmol) getrocknetes Magnesiumchlorid, 1.70 g (56.6 mmol) para-Formaldehyd
und 4.40 mL (3.18 g, 31.5 mmol) Triethylamin in 50 mL absolutem Acetonitril gelost.
Die Losung wurde 44 Stunden bei 95 °C zum Ruckfluss erhitzt. Nach einer
dunnschichtchromatographischen Kontrolle (DCM/MeOH, 9:1, v/v) wurden erneut
1.70 g (56.6 mmol) para-Formaldehyd zugegeben. Nach weiteren 48 Stunden
Ruhren bei 95 °C konnte mittels Dlnnschichtchromatographie (DCM/MeOH, 9:1, v/v)
nur eine minimale Umsetzung festgestellt werden. Nach der Zugabe von weiteren
1.70 g (56.6 mmol) para-Formaldehyd und weitere 48 Stunden Erhitzen konnte kein
Reaktionsvortschritt festgestellt werden. Die Reaktion wurde abgebrochen und auf

eine Aufarbeitung verzichtet.

Synthese von 5-Brom-Salicylalkohol 99

Zu einer Losung aus 515 mg (13.6 mmol) Lithiumaluminiumhydrid in 50 mL abs.
Tetrahydrofuran wurden in einer Stickstoffatmosphare 3.00 g (14.9 mmol) 5-Brom-2-
hydroxybenzaldehyd 98 gelost in 50 mL abs. Tetrahydrofuran zugetropft. Nachdem
die Reaktionslosung zwei Stunden bei Raumtemperatur rihrte, erfolgte einstiindiges
Erhitzen auf 95 °C. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung auf 0 °C gekuhlt und
mit 37%-iger Salzsaure ein pH-Wert von 4-5 eingestellt. Fur die Aufarbeitung wurde
die Losung in Ethylacetat aufgenommen und einmal mit Wasser gewaschen. Die

wassrige Phase wurde erneut zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Nach dem
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Trocknen uber Na,SO, wurde das Losungsmittel der vereinigten organischen

Phasen unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 2.51 g (12.4 mmol; 82%) eines gelben Feststoffes.

-'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 9.68 (s, 1H, phen. OH), 7.39 [ © |
OH
(d, *Jun =2.2 Hz, 1H, H-6), 7.19 (dd, *Jun = 2.2 Hz, 3y = 8.4 Hz, EO\A
2 OH
1H, H-4), 6.71 (d, ®Jun = 8.5 Hz, 1H, H-3), 5.10 (t, °Juy = 5.6 Hz, 1H, 3

benz. OH), 4.43 (d, Jun = 5.3 Hz, 2H, CH,). -">*C-NMR (101 MHz, DMSO-dj) & [ppm]:
153.2 (C-2), 131.5 (C-1), 129.5 (C-4), 129.3 (C-6), 116.5 (C-3), 109.9 (C-5), 57.5 (C-
7). - IR v [cm™: 3134, 1877, 1753, 1604, 1477, 1404, 1352, 1300, 1260, 1175, 1122,
1081, 997, 939. - MS (FAB, m/z) C;H21BrO,: ber.: 201.96, gef.: 202.0 [M]". - DC: Rs-
Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.59. - Smp.: 164 °C.

Synthese von 5-Cyanosalicylalkohol 95 (Rosemund-von-Braun-Reaktion)

Es wurden 2.48 g (12.2 mmol) 5-Bromsalicylalkohol 99 und 1.32 g 6

NC 1
(14.8 mmol) Kupfer(l)cyanid in 100 mL N,N-Dimethylformamid ;Of\OH
4 2 0OH
geldst. Nach 20 Stunden Erhitzen auf 150 °C, wurde die Losung auf 3

Raumtemperatur abgekuhlt und durch Zugabe von 10%-iger Natronlauge ein stark
alkalischer pH-Wert eingestellt. Der ausgefallene Niederschlag wurde filtriert. Das
Filtrat wurde mit 37%-iger Salzsaure neutralisiert und der dabei entstandene
Niederschlag ebenfalls durch Filtration abgetrennt. Das Filtrat wurde viermal mit
Ethylacetat gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase Uber Natriumsulfat
wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (3-10%)

gereinigt. Es wurde allerdings nur 5-Bromsalisylalkohol 99 isoliert.

Synthese von 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 100

Nach AAV 2 wurden 1.50 g (8.87 mmol) 5-Nitrosalicylalkohol 89, 1.58 mL (1.60 g,
11.5 mmol) Phosphortrichlorid und 1.58 mL (1.54 g, 19.5 mmol) abs. Pyridin bei

-20 °C umgesetzt. Anschlieend wurde das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur

eine Stunde geruhrt. Daraufhin wurde die Suspension Uber Nacht im Kuhlschrank zur
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vollstandigen Ausfallung des Pyridiniumchlorids gelagert. Die Suspension wurde
nach AAV 2 aufgearbeitet.

Ausbeute: 1.84 g (7.85 mmol; 89%) eines gelben Feststoffes.

- "H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 8.17 (dd, 1H, *Juy = 2.5 Hz, 6 7
3Jun = 8.8 Hz, H-4), 7.97 (d, 1H, *Jun = 2.5 Hz, H-6), 7.13 (d, 1H, ° '
3Jun = 8.8 Hz, H-3), 5.52 (dd, 1H, *Jun = 2.8 Hz, 3Jup = 14.6 Hz, H- 3

7a), 5.14 (dd, 1H, 2Juy=9.8 Hz, 3Jyp = 14.6 Hz, H-7b). -*P-NMR (162 MHz,
CDCl3) 6 [ppm] = 140.7.

Anmerkung: Aufgrund der Feuchtigkeitsempfindlichkeit des Produktes erfolgte keine

weitere Charakterisierung.

Synthese von 5-Methylsulfonylsaligenylchlorphosphit 101

Nach AAV 2 wurden 500 mg (2.47 mmol) 5-Methylsulfonylsalicylalkohol 96, 439 uL
(441 mg, 3.21 mmol) Phosphortrichlorid und 439 uL (449 mg, 5.71 mmol) abs.
Pyridin bei -20 °C umgesetzt. Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur eine Stunde geruhrt. Daraufhin wurde die Suspension Uber Nacht
im Kuhlschrank zur vollstandigen Ausfallung des Pyridiniumchlorids gelagert. Die

Suspension wurde nach AAV 2 aufgearbeitet.

Ausbeute: 447 mg (1.68 mmol; 69%) eines braunen Feststoffes.

-'TH-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.84 (dd, *Jun =4.4 Hz, j,cos_ % 1 1
3Jun = 17.2 Hz, 1H, H-4), 7.61 (d, *Jun = 4.4 Hz, 1H, H-6), 7.16 @C
(d, 30w =72Hz, 1H, H-3), 555 (dd, *Jun=4.8Hz
3Jup = 19.6 Hz, 1H, H-7a), 5.12 (dd, *Jup = 19.6 Hz, 2Juy = 29.6 Hz, 1H, H-7b), 3.06
(s, 3H, CHs). - *'P-NMR (162 MHz, CDCl3) & [ppm] = 139.5.

Anmerkung: Auf Grund der Feuchtigkeitsempfindlichkeit des Produktes erfolgte keine
weitere Charakterisierung.
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Synthese von 5’-O-tertButyldimethylsilyluridin 105

Unter Stickstoffatmosphare wurden 5.00g (20.5 mmol) Uridin 102 und 3.06 g
(45.0 mmol) Imidazol in 30 mL abs. DMF gelést. Danach wurden 7.85 mL
(22.5 mmol) TBDMS-CI gel6st in Toluol (2.87 M) zugetropft und die Reaktionslosung
1 h bei Rt geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand
mit Methanol coevaporiert. Das zahflussige Rohprodukt wurde mit Wasser
kristallisiert und saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-

Gradienten (0-5% Methanol) gereinigt.

Ausbeute: 6.61 g (18.4 mmol, 90%) eines weillen Feststoffes.
-"TH-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 11.36 (br. s, 1H, NH), 0

7.77 (d, 1H, 3Juy = 8.1 Hz, H-6), 5.76 (d, 1H, *Juy = 4.8 Hz, H- fkaH
1%), 5.56 (d, 1H, 3Jyn = 8.1 Hz, H-5), 3.99 (t, 1H, 3Jpy = 4.8 Hz, >Ls/i_o i N
H-3°), 3.93 (t, 1H, 3Jun = 4.6 Hz, H-2), 3.90-3.87 (m, 1H, H- Loy
4'), 3.83 (dd, 1H, 3Jun = 2.7 Hz, Ju = 11.6 Hz, H-5'a), 3.72 Yo _on

(dd, 1H, 3Jun = 2.9 Hz, 3Juy = 11.6 Hz, H-5'b), 0.88 (s, 9H, tBu), 0.07 (s, 6H, CHs).
-C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 163.1 (C-4), 150.6 (C-2), 140.5 (C-6), 101.6 (C-
5), 88.0 (C-1'), 84.1 (C-4’), 73.8 (C-3), 69.6 (C-2’), 62.6 (C-5'), 25.8 (CHs), 18.1
(C(CHa)s). - IR (KBr) v [cm™: 3407, 2928, 1712, 1463, 1398, 1362, 1256, 1113,
1060, 834, 778. - MS (FAB, m/z) C1sHasN2OgSi: ber.: 358.16, gef.: 359.2 [M+H]". -
[a]s: +17° (c=0.21, MeOH). -DC: RqWert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.49. -
Smp.: 101.7 °C.

Synthese von 2’,3’-Di-O-acetyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyluridin 108

Versuch 1.

Nach AAV 4.1 wurden 6.45 g (18.0 mmol) 5-O-tertButyldimethylsilyl-uridin 105 und
17.2 mL (18.4 g, 180 mmol) Essigsaureanhydrid umgesetzt. Nach 24 h Rihren bei
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch nach AAV 4.1 aufgearbeitet und das
Rohgemisch  saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-
Gradienten (0-3%) gereinigt.

Ausbeute: 7.52 g (17.8 mmol, 92%) eines farblosen Feststoffes.
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Versuch 2.

Nach AAV 4.2 wurden 10.2 g (28.4 mmol) 5-O-tertButyldimethylsilyl-uridin 105 und
445 mL (4.92g, 62.6 mmol) Acetylchlorid umgesetzt. Nach 3 h Ruihren bei
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch nach AAV 4.2 aufgearbeitet und das
Rohgemisch  saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-
Gradienten (2-10%) gereinigt.

Ausbeute: 12.2 g (28.4 mmol, 100%) farbloses Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 8.33 (s, 1H, NH), 7.87 (d, 0
1H, 3Jun = 8.1 Hz, H-6), 6.28 (d, 1H, Jyn = 6.6 Hz, H-1’), 5.73 ﬁ
(dd, 1H, 3Jun = 2.0 Hz, 3y = 8.1 Hz, H-5), 5.36-5.30 (m, 2H, do 5
H-2’, H-3"), 4.22 (dd, 1H, %Jun = 1.8 Hz, Juy = 3.8 Hz, H-4), | - ]
3.93 (dd, 1H, 3Jun = 1.9 Hz, 3Juy = 11.6 Hz, H-5a), 3.84 (dd, OAc OAc

1H, 3Jun = 1.9 Hz, 3Jup = 11.6 Hz, H-5'b), 2.11 (s, 3H, COCHs), 2.07 (s, 3H, COCHs),
0.94 (s, 9H, tBu), 0.15 (s, 3H, CHs), 0.14 (s, 3H, CHs). -"*C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & [ppm]: 170.0 (COCHa), 169.7 (COCHs), 150.4 (C-2), 139.7 (C-6), 103.3 (C-
5), 85.4 (C-1’), 83.9 (C-4), 73.5 (C-3’), 71.9 (C-2), 63.3 (C-5"), 25.9, 20.8, 20.6
(CHs). - IR (KBr) v [em™]: 2931, 2858, 1751, 1718, 1460, 1378, 1238, 1125, 1092,

o

1044, 927. - MS (FAB, m/z) C1oHsoN20sSi: ber.: 442.17, gef.: 443.2 [M+H]". - [a ]2, :
+48 ° (c = 0.11, DCM). — DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.71. - Smp.: 63.5 °C.

Synthese von 2’,3’-Di-O-acetyluridin 111

Nach AAV 5 wurden 7.38 ¢ (17.5 mmol) 2’,3’-Di-O-acetyl-5’-O-tert-
butyldimethylsilyluridin 108, 17.1 mL (16.9 g, 105 mmol) EtzN*3HF und 9.50 mL
(8.85 g, 87.5 mmol) Et3N versetzt. Nach 3 h Riuhren bei Raumtemperatur wurde das
Reaktionsgemisch  nach  AAV 5  aufgearbeitet und das  Rohprodukt
saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-5%)

gereinigt.

Ausbeute: 4.25 g (12.9 mmol, 74%) eines farblosen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 9.28 (s, 1H, NH), 7.75 (d, 1H, 3Juy = 8.1 Hz, H-
6), 6.08-6.05 (m, 1H, H-1’), 5.78 (dd, 1H, *Jun = 1.5 Hz, 3Juy = 8.1 Hz, H-5), 5.48-
5.46 (m, 2H, H-2,H-3"), 4.21 (d, 1H, 3Jun = 2.3 Hz, H-4’), 3.95-3.84 (m, 2H, H-5),
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2.13 (s, 3H, COCHs), 2.07 (s, 3H, COCHs). - *C-NMR (101 MHz, o
CDCl3) § [ppm]: 170.2, 169.9 (COCHs), 163.5 (C-4), 150.7 (C-2), sfit
140.9 (C-6), 103.3 (C-5), 87.6 (C-1'), 83.6 (C-4’), 73.1 (C-3), 71.4

(C-2'), 61.9 (C-5'), 20.8, 20.6 (COCH;). — IR (ATR) v [cm™']: 2939, | #\—°~J,
3

1750, 1463, 1378, 1240, 1106, 1048, 900, 815. - MS (FAB, m/z) L_"oac okc
C13H1N2Os: ber.: 328.09, gef.: 329.2 [M+H]". - [a]i,: +67 ° (c =0.23, DCM). -
DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.39. - Smp.: 78 °C.

Synthese von 5°-O-tert-Butyldimethylsilylguanosin 106

Unter Stickstoffatmosphare wurden 5.81 g (20.5 mmol) Guanosin 103 und 3.06 g
(45.0 mmol) Imidazol in 30 mL abs. DMF aufgenommen und zum Ruckfluss erhitzt.
AnschlielRend wurden 3.39 g (22.5 mmol) tert-Butyldimethylchlorsilan in 100 mL N,N-
Dimethylformamid geldst und zu der Reaktionslosung getropft. Die Reaktionsldésung
wurde auf Raumtemperatur gekihlt und 20 h gerthrt. Danach wurde das

Reaktionsgemisch nach AAV 3 aufgearbeitet.

Ausbeute: 4.33 g (10.9 mmol, 53%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)  [ppm]: 10.67 (s, 1H, o

NH), 7.84 (s, 1H, H-8), 6.53 (s, 2H, NH,), 5.70 (d, v Iy
3w = 5.3 Hz, 1H, H-1)), 4.33 (t, *Jun = 5.2 Hz, 1H, H- >43i/_o LT ey
2), 408 (t, *hw=42Hz 1H, H3), 390 (dd, [ | <

Y =7.7Hz, *Juy=3.6Hz, 1H, H-4), 3.79 (dd, Yo _on

3Jun = 3.8 Hz, 2Jun = 11.4 Hz, 1H, H-5'a), 3.71 (dd, 3Jun = 4.0 Hz, %y = 11.4 Hz, 1H,
H-5'b), 0.87 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.05 (s, 6H, Si(CHs),). -">C-NMR (101 MHz, DMSO-
ds) & [ppm]: 156.7 (C-6), 153.7 (C-2), 151.3 (C-4), 134.8 (C-8), 116.6 (C-5), 86.9 (C-
17), 84.3 (C-47), 73.8 (C-3'), 72.8 (C-2°), 63.0 (C-5), 25.8 (SiC(CHs)3), -5.5
(Si(CHs)2). - IR (ATR) v [cm™"]: 2939, 1750, 1463, 1378, 1240, 1106, 1048, 900, 815.
- MS (FAB, m/z) CH27NsOsSi: ber.: 397.18, gef.: 420.2 [M+Na]". - [a]5: +41.7°
(c =0.06, MeOH). - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.08. - Smp.: Zersetzung bei
250 °C.
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Synthese von N%-Acetyl-2’,3’-di-O-acetyl-5’-O-(tert-butyldimethylsilyl)-
guanosin 108

Versuch 1.

Nach AAV 4.1 wurden 6.50 g (16.4 mmol) 5’-O-tertButyldimethylsilyl-guanosin 106,
14.0 mL (15.0 g, 147 mmol) Essigsaureanhydrid und 5.99g (49.1 mmol) DMAP
umgesetzt. Nach 24 h Rihren bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch
nach AAV 4.1 aufgearbeitet und das Rohgemisch saulenchromatographisch mit

einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%) gereinigt.

Ausbeute: 7.15 g (13.7 mmol, 84%) eines gelben Feststoffes.

“'H-NMR (400 MHz, CDCls) 5 [ppm]: 11.85 (s, 1H, NH), o

8.37 (s, 1H, NHAc), 7.96 (s, 1H, H-8), 5.99 (d, e I
Bw=55Hz, 1H, H-1), 585 (dd, *Jun=53Hz, >Ls|i/-o s N TNhag
*Jun = 5.26 Hz, 1H, H-3"), 5.75 (t, *Ju = 4.7 Hz, 1H, H- ‘S ° )

2), 424 (m, 1H, H-4’), 3.89 (dd, *Jun=2.5Hz, Orc_OAc

2Jun = 11.5 Hz, 1H, H-5'a), 3.80 (dd, 3Jun = 2.5 Hz, 2Uy = 11.5 Hz, 1H, H-5'b), 2.28
(s, 3H, NHAc), 2.13 (s, 3H, COCHs), 2.08 (s, 3H, COCHs), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s),
0.09, 0.06 (s, 6H, Si(CHs)). - *C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 171.3, 169.9,
169.3 (3x COCH3), 155.4 (C-6), 147.9 (C-2), 147.2 (C-4), 85.5 (C-1°), 82.9 (C-4°),
73.8 (C-2°), 70.9 (C-3°), 62.4 (C-57), 25.8 (SiC(CHs)3), 24.3, 20.6, 20.4 (3xCOCHj3), -
5.5, -5.6 (Si(CHs)2). - IR (ATR) v [cm™]: 2940, 1718, 1468, 1390, 1198, 1087, 915. -

[a]2, : +34.7° (c = 0.11, DCM). - DC: Rr-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.58.

Versuch 2.

Nach AAV 4.2 wurden 6.36 g (16.0 mmol) 5’-O-tertButyldimethylsilyl-guanosin 106
und 3.76 mL (4.15 g, 52.8 mmol) Acetylchlorid umgesetzt. Nach 3 h Ruhren bei
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch nach AAV 4.2 aufgearbeitet und das
Rohgemisch saulenchromatographisch mit Dichlormethan/Methanol in Gradienten

(0-2%) gereinigt. Es konnte kein gewunschtes Produkt isoliert werden.
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Synthese von N*-Acetyl-2’,3’,5'-tri-O-acetyl-guanosin 115

Nach AAV 4.1 wurden 5.00g (17.5mmol) Guanosin 103, 30.0 mL (32.1g,
315 mmol) Essigsaureanhydrid und 17.3 g (141 mmol) DMAP umgesetzt. Nach 20
Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wurde das Pyridin unter vermindertem Druck
entfernt und der Reaktionsansatz nach AAV 4.1 aufgearbeitet. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten

(0-3%) gereinigt.

Ausbeute: 5.64 g (12.5 mmol, 71%) eines gelben Feststoffes.

-'"H-NMR (400 MHz, CDCls) 8 [ppm]: 12.18 (s, 1H, NH), 0

10.44 (s, 1H, NHAc), 7.79 (s, 1H, H-8), 5.93-5.88 (m, 2H, 8</N | I
H-1', H-2), 558 (t *Juy=4.9Hz, 1H, H-3), 446 (dd, eo_s | N WA
i =4.6Hz, *J=117Hz, 1H, H-5a), 437 (dd, | * ° 4
SJun=4.7Hz, 2Juu=106Hz, 1H, H-4), 446 (dd, Ofc Ohc

3 = 6.3 Hz, %Jun=11.7Hz, 1H, H-5b), 2.30, 2.07, 2.02, 2.01 (4xs, 4x3H,
4XCOCH3). -*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 172.9, 171.0, 169.6, 169.4 (4x
COCH;), 155.7 (C-6), 148.0 (C-2), 147.9 (C-4), 138.5 (C-8), 122.1 (C-5), 87.3 (C-1),
79.9 (C-4"), 72.6 (C-2°), 70.7 (C-3°), 63.1 (C-57), 24.2, 20.7, 20.4, 20.3 (4xCOCHs). -
IR (ATR) v [cm™"]: 3281, 1740, 1675, 1608, 1550, 1499, 1456, 1365, 1223, 1132,
1081, 1035, 1018, 993, 954, 913, 892. - MS (FAB, m/z) C1sH21NsOq: ber.: 451.13,

gef.: 452.2 [M+H]". - [a]%;: -81.9° (c = 0.53, DCM). - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1
v/v): 0.50.- Smp.: 109 °C.

Synthese von N?-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 112

Versuch 1. Enzymatisch

In 12 mL DMF wurden 4.00 g (8.87 mmol) N*-Acetyl-2’,3’,5-tri-O-acetyl-guanosin 115
gelést. Nach der Zugabe von 50 mL frisch angesetztem 0.1 M Phosphatpuffer
(pH = 7) wurden 910 mg Substilisin (91.0 mg/mL) in Propylenglycol zugegeben. Bei
37 °C wurde die Reaktionslosung 96 Stunden geruhrt. Anschlie3end wurden 50 mL
Methanol zugegeben und ausgefallener Feststoff wurde abfiltriert. Nach Entfernen
des Losungsmittels wurde das Rohgemisch saulenchromatographisch mit einem

Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%) gereinigt.
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Ausbeute: 2.54 g (6.22 mmol, 70%) eines farblosen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 5 [ppm]: 12.06 (s, 1H, NH), 0
1174 (s, 1H, NHAc), 830 (s, 1H, H-8), 6.06 (d, o fl\NH
3 _ ; 3 _ N™ “N” “NHAc
Jm=73Hz, 1H, H-1), 575 (dd, 3 =54Hz, po_s

(0]
*J=7.3Hz, 1H, H-2), 545 (dd, °3Jpy=2.2 Hz ‘s al
3Jun = 5.4 Hz, 1H, H-3"), 5.40 (t, %Jun = 5.0 Hz, 1H, OH), Ofic_Ohc

4.21 (dd, *Jun = 3.4 Hz, %Jyp = 5.7 Hz, 1H, H-4’), 3.74-3.63 (m, 2H, H-5'), 2.19, 2.13,
1.99 (3xs, 3x3H, 3xCOCHs). -"*C-NMR (101 MHz, DMSO-d) & [ppm]: 173.5, 169.4,
169.1 (3xCOCHs), 154.6 (C-6), 148.7 (C-2), 148.2 (C-4), 136.7 (C-8) 120.0 (C-5),
83.8 (C-1), 83.7 (C-4"), 73.0 (C-3°), 71.3 (C-2°), 60.8 (C-5’), 23.7, 20.4, 20.0
(3xCOCHj3). - IR (ATR) v [cm™]: 3187, 2945, 1745, 1674, 1608, 1557, 1478, 1402,
1368, 1213, 1135, 1024, 997, 960, 900. - MS (FAB, m/z) C1sH1oN5Osg: ber.: 409.12,

gef.: 410.2 [M+H]". - [a]5: -57.5° (c = 0.52, DCM). - DC Rr-Wert (DCM/MeOH 9:1
v/v): 0.48. - Smp.: 149 °C.

Versuch 2. Desilylierung

Nach AAV 5 wurden 673mg (2.05mmol) N*-Acetyl-2’,3-di-O-acetyl-5'-O-tert-
butyldimethylsilylguanosin 109, 870 uL (861 mg, 8.51 mmol) Et;N und 1.55 mL
(1.88 g, 12.3 mmol) EtsN*3HF versetzt. Nach 3 h Rihren bei Raumtemperatur wurde
das Reaktionsgemisch nach AAV 5 aufgearbeitet und saulenchromatographisch mit
einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-5%) gereinigt. Es konnte kein

gewunschtes Produkt isoliert werden.

Versuch 3. Selektiv mit einer 2% igen lod/Methanol-Lésung

In einem Glasrohr mit Deckel wurden 100 mg (2.20 mmol) N?-Acetyl-2’,3’,5'-tri-O-
acetylguanosin 115 in einer 2%-igen lod/Methanol-Losung aufgenommen. Die
Reaktion wurde in der Mikrowelle innerhalb kurzester Reaktionszeiten von 2 bis
maximal 20 Minuten bei verschiedenen Temperaturen durchgefthrt. Nach Abkuhlen
wurde eine Spatelspitze Natriumthiosulfat zugegeben, wobei ein Farbumschlag von
dunkelbraun nach schwach gelb stattfand. Das Reaktionsgemisch wurde dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und bis zur Trockne eingeengt. Der Rest wurde
saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10%)
gereinigt.
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Ermittlung der Reaktionstemperatur:

Mikrowelle [W] Temperatur [°C] Zeit [min] Produktbildung
100 100 2 -

100 100 5 -

100 100 15 unvollstandig
100 120 20 vollstandig

Ermittlung der Reaktionszeiten:

Mikrowelle [W] Temperatur [°C] Zeit [min] Produktbildung
100 120 5 -

100 120 10 unvollstandig
100 120 15 unvollstandig
100 120 20 unvollstandig
100 120 25 vollstandig

Ausbeute: 3 mg (mmol, 4%) eines farblosen Feststoffes.
Synthese von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxyguanosin 107

In einem 100 mL  Schlenkkolben  wurden 530g (18.6 mmol) 2'-
Desoxyguanosinmonohydrat 104, 3.08g (20.4 mmol) TBDMS-CI und 1.39g
(20.5 mmol) Imidazol nach AAV 3 umgesetzt und nach 20 h aufgearbeitet.
Anschlieen wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-5%) gereinigt.

Ausbeute: 4.86 g (12.7 mmol, 69%) eines farblosen Feststoffes.
-'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 10.89 (s, 1H, 0
NH), 7.83 (s, 1H, H-8), 6.75 (s, 2H, NH,), 6.10 (t, 1H,

N NH
8¢ Py
3Jun = 6.7 Hz, H-1)), 4.33-4.29 (m, 1H, H-3'), 3.82 (dd, >Ls/i_o L NN,
| 4JK O;J1
3o, 2

1H, 3Jun = 7.4 Hz, 3Jpy = 4.4 Hz, H-4), 3.73 (dd, 1H,
gy =112 Hz, *Jhn=4.4Hz, H-5a), 3.67 (dd, 1H,
2Jun = 11.2 Hz, 3Jun = 4.4 Hz, H-5b), 2.48-2.42 (m, 1H, H-2’a), 2.23 (ddd, 1H,
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2Jun = 13.1 Hz, 3Jpy = 6.2 Hz, *Jun = 3.6 Hz, H-2'b), 0.85 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.03 (s,
6H, Si(CHs)2). - ">*C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 156.6 (C-2), 153.9 (C-6),
150.8 (C-4), 135.5 (C-8), 116.6 (C-5), 86.9 (C-4’), 82.4 (C-1’), 70.3 (C-3’), 63.3 (C-5)),
40.5 (C-2’), 25.8 (SiC(CHa)3), 18.0 (SiC(CHs)s), -5.5 (Si(CHs)2). - IR (KBr) v [cm™]:
3120, 2927, 2852, 1679, 1577, 1530, 1353, 1252, 1066. - MS (FAB, m/z)
C19H27N504Si: ber.: 381.18, gef.: 404.3 [M+Na]". - [«];,, : -13.09 (c = 0.28, DMSO). -
DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.3. - Smp.: 193 °C.

Synthese von N2-Acetyl-3’-O-acetyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-
desoxyguanosin 110

Versuch 1.

Nach AAV 4.1 wurden 290g (7.60 mmol) 5-O-tertButyldimethylsilyl-2’-
desoxyguanosin 107 und 4.64 g (38.0 mmol) DMAP und 7.23 mL (7.73 g, 76.0 mmol)
Essigsaureanhydrid umgesetzt. Nach 24 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde das
Reaktionsgemisch nach AAV 4.1 aufgearbeitet und das Rohgemisch
saulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%)

gereinigt.

Ausbeute: 1.89 g (4.06 mmol, 54%) eines gelben Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 12.16 (s, 1H, NH), 0

10.13 (s, 1H, NHAc), 8.00 (s, 1H, H-8), 6.21 (dd, 1H, 8</N | /iH
3dun = 8.2 Hz, %Jpy = 5.9 Hz, H-1"), 5.41-5.40 (m, 1H, >le/i_o TN e
H3’), 4.17 (dd, 1H, °Jun = 4.8 Hz, *Uiy = 2.8 Hz, H-4"), ¢ ° A

3.85 (ddd, 2H, 2Uyu=11.3Hz, 3Jyy=3.0Hz QAc

3Jun = 2.8 Hz, H-5'ab), 2.64 (ddd, 1H, 2Jun = 13.9 Hz, 3Jun = 8.1 Hz, *Juy = 5.9 Hz, H-
2'a), 2.51 (ddd, 1H, 2Jun = 13.8 Hz, *Jun = 5.8 Hz, 3Jhn = 2.0 Hz, H-2'b), 2.28 (s, 3H,
COCHj3), 2.10 (s, 3H, COCHj3), 0.88 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.08 (s, 6H, Si(CHs),). -'*C-
NMR (101 MHz, CDCl3) & [ppm]: 172.5, 170.4 (COCHs), 155.8 (C-2), 148.1 (C-6),
147.7 (C-4), 124.3 (C-8), 121.4 (C-5), 85.6 (C-4’), 84.0 (C-1"), 75.1 (C-3), 63.5 (C-5),
39.0 (C-2'), 25.9 (SiC(CHs)s), 24.3 (COCH3), 21.0 (COCHj), 18.7 (SiC(CH3)s), -5.5
(SiCH3), -5.6 (SiCH3). - IR (KBr) v [cm™]: 3118, 2928, 1679, 1601, 1531, 1407, 1252,
1181, 1066. - MS (FAB, m/z) C2oH31NsOgSi: ber.: 465.20, gef.: 466.3 [M+H]". - [a ], :
9.15° (c = 0.3, DCM). - DC: R--Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.5. - Smp.: 165 °C.
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Versuch 2.

Nach AAV 4.2 wurden 143g (37.4 mmol) 5-O-tertButyldimethylsilyl-2°-
desoxyguanosin 107 und 5.85 mL (6.46 g, 82.3 mmol) Acetylchlorid umgesetzt. Nach
3 h RlUhren bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch nach AAV 4.2
aufgearbeitet und das Rohgemisch saulenchromatographisch mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-2%) gereinigt. Es konnte kein gewunschtes

Produkt isoliert werden.
Synthese von N?*-Acetyl-3¢,5°-di-O-acetyl-2‘-desoxyguanosin 116

Nach AAV 4.1 wurden 10.0g (35.1 mmol) 2’-Desoxyguanosinmonohydrat 104,
30.1 mL (32.2g, 315 mmol) Essigsaureanhydrid und 12.8 g (105 mmol) DMAP
umgesetzt. Nach 20 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wurde Pyridin unter
vermindertem Druck entfernt und der Reaktionsansatz nach AAV 4.1 aufgearbeitet.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit einem

Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%) gereinigt.

Ausbeute: 12.8 g (32.6 mmol, 93%) eines gelben Feststoffes.

-'"H-NMR (400 MHz, CDCls) 8 [ppm]: 12.18 (s, 1H, NH), 0

10.10 (s, 1H, NHAc), 8.12 (s, 1H, H-8), 6.22 (dd, 1H, 8</ka/'“”
i = 8.0 Hz, Jup = 6.0 Hz, H-1), 5.44-5.42 (m, 1H, H3), koo, |7 N7 NHAG
4.20 (dd, TH, Jups = 5.0 Hz, " = 2.7 Hz, H-4), 3.85 (ddd, | S ° o

2H, 2Jun = 11.5 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, H-5'ab), QAc

2.73 (ddd, 1H, %y = 12.9 Hz, 3Juy = 8.0 Hz, °Juy = 5.3 Hz, H-2a), 2.51 (ddd, 1H,
2Jun = 13.0 Hz, 3y = 5.8 Hz, °Juy = 2.0 Hz, H-2'b), 2.24 (s, 3H, COCHzs), 2.10 (s,
3H, COCHjs), 2.08 (s, 3H, COCHs). - ®*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 172.8,
171.9 (COCH3), 155.6 (C-2), 148.3 (C-6), 147.9 (C-4), 125.1 (C-8), 121.2 (C-5), 85.6
(C-4), 84.4 (C-1"), 74.9 (C-3’), 63.6 (C-5'), 37.0 (C-2'), 24.7 (COCHj), 22.5 (COCHs),
21.7 (COCH). - IR (KBr) v [cm™): 3120, 2914, 1690, 1580, 1510, 1389, 1254, 1091,
900. - [a]5,: +17.5° (c=0.2, DCM). - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.60. -
Smp.: 119 °C.
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Synthese von N?-Acetyl-3’-O-acetyl-2‘-desoxyguanosin 113

Versuch 1. Desilylierung

Nach AAV5 wurden 400mg (0.886 mmol) N?-Acetyl-3-O-acetyl-5-O-tert-
butyldimethylsilyl-2‘desoxyguanosin 110, 840 uL (834 mg, 5.18 mmol) EtsN*3HF und
390 uL (437 mg, 4.31 mmol) Triethylamin umgesetzt. Nach 3 h Rudhren bei
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch nach AAV 5 aufgearbeitet und das
Rohprodukt  saulenchromatographisch mit einem  Dichlormethan/Methanol-
Gradienten (0-5%) gereinigt.

Ausbeute: 260 mg (0.740 mmol, 86%) eines gelben Feststoffes.

Versuch 2. Enzymatisch

In 12mL DMF wurden 820g (20.8 mmol) NAcetyl-3’,5-di-O-acetyl-2-
desoxyguanosin 116 gelést. Nach Zugabe von 50 mL frisch angesetztem 0.1 M
Phosphatpuffer (pH =7) wurden 2.10 g Substilisin (91 mg/mL) in Propylenglycol
zugegeben. Bei 37 °C wurde die Reaktionslosung 96 Stunden geruhrt. Anschliel3end
wurden 50 mL Methanol zugegeben und ausgefallener Feststoff abfiltriert. Nach
Entfernen des Lésungsmittels wurde das Rohgemisch saulenchromatographisch mit

einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-3%) gereinigt.

Ausbeute: 4.83 g (13.7 mmol, 66%) eines farblosen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, DMSO-de) 5 [ppm]: 12.04 (br. s, 1H, 0

NH), 11.72 (br. s, 1H, NHAc), 8.26 (s, 1H, H-8), 6.19 (dd, 8</ka”'
1H, 3Jin = 5.6 Hz, 3Jun = 8.9 Hz, H-1'), 5.32-5.29 (m, 1H, H- ho_ 5 | N7 NHAg
3), 4.04 (dt, 1H, *dhw = 1.5 Hz, "y = 4.3 Hz, H-4); 3.60- | 43 ° Al

3.57 (m, 2H, H-5ab), 2.82 (ddd, 1H, 2Ju=14.4 Hz, Ohc

%Jun = 8.8 Hz, 3Juyy = 5.5 Hz, H-2'a), 2.45-2.43 (m, 1H, H-2'b), 2.18 (s, 3H, COCHy),
2.08 (s, 3H, COCHs). -*C-NMR (101 MHz, DMSO-de) 5 [ppm]: 172.8, 171.9
(COCHs), 155.6 (C-2), 148.3 (C-6), 147.9 (C-4), 125.1 (C-8), 121.2 (C-5), 84.5 (C-4),
83.3 (C-1)), 75.2 (C-3), 61.7 (C-5)), 40.5 (C-2), 24.2, 21.3 (COCHs). - IR (KBr)
v [em™]: 3209, 2926, 1684, 1559, 1401, 1255, 1146, 1102, 1058. - MS (FAB, m/z)
C14H17NsOg: ber.: 351.12, gef.: 352.2 [M+H]". - [a]i.: -1.7° (c=1.3, MeOH).
- DC: Rr-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.54. - Smp: 81°C.
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Synthese von 5”’-Nitro-cycloSaligenyl-2’,3’-di-O-acetyluridinmonophosphat 117

Nach AAV 6 wurden 300 mg (0.914 mmol) 2’,3’-Di-O-acetyluridin 111, 0.319 mL
(237 mgq, 1.83 mmol) DIPEA und 427 mg (1.83 mmol) 5-Nitro-
cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und bis zum vollstandigen Umsatz
des Nucleosides bei Raumtemperatur gerthrt (18 h). Danach wurde das Gemisch
mit 2.25 g (3.66 mmol) Oxone® oxidiert und nach AAV 6 aufgearbeitet. Das Produkt

wurde ohne weitere Reinigung zur Synthese der NDP-Glycoside eingesetzt.

Ausbeute: 413 mg (0.763 mmol, 83%) eines gelben Feststoffes als
Diastereomerengemisch (1:1).
-'TH-NMR (400 MHz, CDCIs) & [ppm]: 8.82 (s, 2H, 0

2xNH), 8.26-8.21 (m, 2H, 2xH-4), 8.09-8.08 (m, 2H, | &, 7 5f‘\£
2xH-3"), 7.37 (d, 1H, 2 = 8.1 Hz, H-6), 7.35 (d, 1H, 5@?@_@0 i} ® N"o
3Jun = 8.1 Hz, H-6), 7.23 (dd, 2H, “Jun=4.6 Hz, Y 2 l-O0~J 1
3Jun = 9.2 Hz, 2xH-6"), 5.92 (dd, 2H, 3Ju = 5.5 Hz, > oac_ Ok

*Jnn = 6.9 Hz, 2xH-1"), 5.72 (t, 2H, ®Juy = 8.4 Hz, 2xH-5), 5.54-5.46 (m, 4H, 2xH-7"),
5.41-5.26 (m, 4H, 2xH-2', 2xH-3'), 4.62-4.54 (m, 2H, 2xH-5'a), 4.51-4.42 (m, 2H,
2xH-5'b), 4.35-4.28 (m, 2H, 2xH-4’), 2.13, 2.10, 2.09, 2.08 (4xs, 4x3H, 4xCOCHj). -
®C-NMR (101 MHz, CDCIl;) & [ppm]: 169.8, 169.78 (2xCOCH3), 150.08, 150.04
(2xC-2), 140.29, 140.23 (2xC-6), 125.92 (C-4”), 121.94 (C-3”), 119.96, 119.80 (2xC-
6”), 103.51, 103.44 (2xC-5), 88.78, 88.50 (2xC-1’), 80.54, 80.50 (2xC-4’), 72.76,
72.68 (2xC-3’), 69.74 (C-2'), 68.34, 68.13 (2xC-7”), 67.73, 67.70 (2xC-5'), 20.62,
20.60, 20.53, 20.52 (4xCOCHj3). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -10.35, -10.68.
-IR (ATR) v [cm™]: 1745, 1687, 1527, 1231, 1028, 937, 814. - HRMS (FAB, m/z)
Ca0H20N3O13P: ber.: 541.0734, gef.: 542.0812 [M+H]". - [al,: +4.4° (c=0.23,
DCM). - DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.62. - Smp.: 124 °C.

Synthese von 5”-Methylsulfonyl-cycloSaligenyl-2’,3’-di-O-acetyluridinmono-
phosphat 120

Nach AAV 6 wurden 530mg (1.59 mmol) 2’,3’-Di-O-acetyluridin 111, 710 puL
(515mg, 3.97 mmol) DIPEA und 1.06g (3.97 mmol) 5-Methylsulfonyl-

cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und bis zum vollstandigen Umsatz
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des Nucleosides bei Raumtemperatur gerthrt (18 h). Danach wurde das Gemisch
mit 4.88 g (7.94 mmol) Oxone® oxidiert und nach AAV 6 aufgearbeitet. Das Produkt
wurde am Chromatotron mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-4%) unter

Zusatz von 0.2% Essigsaure gereinigt.

Ausbeute: 551 mg (960 umol, 60%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 8.72 (s, 1H, 5
3 — " "
NH), 8.70 (s, 1H, NH), 7.86 (d, 2H, Ju4 = 8.5 Hz, cos. S Sﬁ)”i
2xH-3"), 7.78 (s, 2H, 2xH-6"), 7.31 (d, 1H, 5@? 00 oo
4" P ,
3Jun = 8.2 Hz, H-6), 7.29(d, 1H, 3y = 8.2 Hz, H- o 20 . ° o ]
6), 7.22-7.16 (m, 2H, 2xH-4”), 5.86 (t, 2H, 3 oac One

3Jun = 4.9 Hz, 2xH-1°), 5.63 (d, 1H, 3Jun = 8.2 Hz, H-5), 5.60 (d, 1H, *Jun = 8.2 Hz, H-
5), 5.46-5.38 (m, 4H, 2xH-7"), 5.25-5.19 (m, 4H, 2xH-2’, 2xH-3’), 4.61-4.54 (m, 2H,
2xH-5'a), 4.51-4.41 (m, 2H, 2xH-5'b), 4.35-4.28 (m, 2H, 2xH-4’), 3.08, 3.07 (2xs,
2x3H, SO,CHs), 2.13, 2.11, 2.09, 2.08 (4xs, 4x3H, 4xCOCHs). -">C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & [ppm]: 169.8, 169.7 (2xCOCHs), 163.2, 163.17 (2xC-4), 153.87 (d,
3Jep = 7.1 Hz, C-17), 153.73 (d, 3Jcp = 7.1 Hz, C-1"), 150.2, 150.24 (2xC-2), 140.5
(C-6), 137.1 (C-5”), 129.8 (d, *Jep = 0.6 Hz, C-4”), 129.7 (d, *Jcp = 0.6 Hz, C-4"),
125.9 (C-6"), 122.0 (d, 2Jcp = 10.2 Hz, C-2”), 121.9 (d, 2Jep = 10.2 Hz, C-2"), 120.1
(d, 3Jep = 9.1 Hz, C-3”), 120.0 (d, *Jcp = 9.1 Hz, C-4"), 103.3, 103.27 (2xC-5), 88.9,
88.7 (2xC-1’), 80.5 (d, >Jcp = 3.7 Hz, C-4’), 80.4 (d, 3Jcp = 3.7 Hz, C-4), 72.8, 72.7
(2xC-2’), 69.7, 69.6 (2xC-3’), 68.6 (d, Jcp = 7.1 Hz, C-7"), 68.3 (d, 2Jcp = 7.1 Hz, C-
77), 67.6 (d, Jcp = 5.3 Hz, C-5), 67.4 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, C-5), 64.5 (SO,CHs), 20.59,
20.56, 20.51 (3XCOCHs). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -10.27, -10.69. - IR
(ATR) v[cm™]: 1747, 1691, 1300, 1231, 1030, 936, 724. - HRMS (FAB, m/z)
C21H23N2043PS: ber.: 574.0658, gef.. 575.0737 [M+H]". - [al:+7.4° (c=0.5,
DCM). - DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.46. - Smp.: 138 °C.

Synthese von  5”-Nitro-cycloSaligenyl-N*-acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin-
monophosphat 118

Nach AAV 6 wurden 640 mg (1.56 mmol) N*-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 112,
604 uL (445mg, 3.43mmol) DIPEA und 730mg (3.13 mmol) 5-Nitro-
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cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und bis zum vollstandigen Umsatz
des Nucleosides bei Raumtemperatur gerthrt (18 h). Danach wurde das Gemisch
mit 3.84 g (6.24 mmol) Oxone® oxidiert und nach AAV 6 aufgearbeitet. Das Produkt

wurde ohne weitere Reinigung zur Synthese der NDP-Glycoside eingesetzt.

Ausbeute: 850mg (1.36 mmol, 88%) eines gelben Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 12.17 (s, 5
2H, 2xNH), 10.51 (s, 2H, 2xNHAc), 8.26 (d, o~ 1" 7"0 8</ka£
1H, %0 =10.1Hz, H-4"), 822 (d, 1H, my_oo . N" N7 SNHAG
3Jun = 10.0 Hz, H-4"), 8.25-8.06 (m, 2H, 2xH- 3 4'3. ol

6"), 7.76 (s, 2H, 2xH-8), 7.30 (d, 1H, OAc_OAc

*Jun = 9.0 Hz, H-3”), 7.13 (d, 1H, %Juy = 8.8 Hz, H-3”), 6.07-5.98 (m, 2H, 2xH-2),
5.95 (dd, 2H, “Juy = 4.6 Hz, *Juy = 6.1 Hz, 2xH-1"), 5.71-5.68 (m, 2H, 2xH-3’), 5.55
(d, 2H, ?Jun = 13.8 Hz, H-7"), 5.46 (d, 2H, “Juy = 14.0 Hz, H-7"), 4.82-4.70 (m, 2H,
2xH-5'a), 4.63-4.55 (m, 1H, H-5'b), 4.54-4.48 (m, 1H, H-5'b), 4.43-4.38 (m, 2H, 2xH-
4'), 2.24, 2.23, 2.14, 2.05 (4xs, 4x3H, 4xCH3). -">*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]:
173.1, 169.9, 169.5 (3xCOCH3), 155.5 (C-6), 148.17, 147.9 (2xC-2), 139.9 (C-8),
136.3 (C-4), 126.0 (C-4”), 121.93, 121.90 (2xC-6"), 120.0, 119.9 (2xC-3"), 87.95,
87.93 (2xC-1’), 81.18, 81.06 (2xC-4’), 72.0, 71.8 (2xC-2'), 71.1, 71.0 (C-3'), 68.4,
68.1 (2xC-7"), 67.87, 67.82 (2xC-5'), 24.2, 20.7, 20.4 (3xCOCHs). -*'P-NMR
(162 MHz, CDCIl3) & [ppm]: -10.35, -10.72. - IR (ATR) v [cm™]: 1747, 1679, 1610,
1525, 1344, 1232, 1024, 995, 937. -HRMS (FAB, m/z) CaHx:NeO13P: ber.:
622.1061, gef.. 623.1139 [M+H]". - [al: -10.9° (c=0.28, DCM). -DC: R
Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.64. - Smp.: 129 °C.

Synthese von 5”-Methylsulfonyl-cycloSaligenyl-N?-acetyl-2’,3’-di-O-acetyl-
guanosinmonophosphat 121

Nach AAV 6 wurden 900 mg (2.20 mmol) N*-Acetyl-2’,3’-di-O-acetylguanosin 112,
850 uL (628 mg, 4.84 mmol) DIPEA und 1.17 g (4.40 mmol) 5-Methylsulfonyl-
cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und bis zum vollstandigen Umsatz
des Nucleosides bei Raumtemperatur gerthrt (18 h). Danach wurde das Gemisch
mit 5.41 g (8.80 mmol) Oxone® oxidiert und nach AAV 6 aufgearbeitet. Das Produkt
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wurde am Chromatotron mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-4%) unter
Zusatz von 0.2% Essigsaure gereinigt.

Ausbeute: 850mg (1.30 mmol, 59%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

-'H-NMR (400 MHz, CDCls) 5 [ppm]: 12.14 5
" " N
(s, TH, NH), 12.23 (s, 1H, NH), 10.39 (s, 1H, |, . " 6 7 ) o M
NHAc), 10.37 (s, 1H, NHAc), 7.96 (d, 1H, f@? IV R i VUV
4" oY
3an=8.8Hz, H-4"), 792 (d, 1H, 3 2 POy
Shm=88Hz, H4"), 776 (dd, 2H, P s

*Juin = 2.1 Hz, 3Jyy = 4.6 Hz, 2xH-6"), 7.66 (s, 2H, 2xH-8), 7.35 (d, 3Jun= 8.6 Hz, 1H,
H-3"), 7.15 (d, ®Jyu= 8.6 Hz, 1H, H-3”), 6.08-6.02 (m, 2H, 2x H-2’), 5.92 (dd, 2H,
*Jun = 4.9 Hz, 3Jun = 6.9 Hz, 2xH-1), 5.73 (dd, 1H, *Jun = 2.4 Hz, 3Juy = 5.4 Hz, 1H,
H-3'), 5.70 (dd, 1H, 3Jun = 2.1 Hz, 3Juy = 5.4 Hz, H-3), 5.52 (d, 2H, 2Jun = 13.8 Hz,
2xH-77a), 5.43 (dd, 2H, 3Jup = 5.6 Hz, 2Jpn = 13.9 Hz, 2x H-7"b), 4.79-4.73 (m, 2H,
2xH-5'a), 4.62-4.57 (m, 1H, H-5'b), 4.53-4.47 (m, 1H, H-5'b), 4.45-4.38 (m, 2H, 2xH-
4’), 3.09 (s, 3H, -SO,CHs), 3.08 (s, 3H, -SO,CHs), 2.25, 2.24, 2.16, 2.15, 2.07, 2.06
(6xs, 6x3H, 6XCOCHs3). -">C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 172.9, 169.8, 169.3
(3xCOCH3), 155.4 (C-6), 153.7 (C-2), 147.9 (C-4), 137.2 (C-8), 130.0, 129.9 (C-4"),
125.7, 125.6 (C-6”), 12.1 (d, *Jcp = 9.4 Hz, C-3"), 119.9 (d, °Jcp = 9.2 Hz, C-2”), 87.8,
87.7 (C-1°), 81.1 (d, 3Jcp = 8.4 Hz, C-4), 80.9 (d, °Jcp = 8.4 Hz, C-4), 71.8, 71.7 (C-
2’), 70.9 (C-3), 68.3 (d, *Jep = 6.7 Hz, C-7"), 68.3 (d, *Jcp = 7.0 Hz, C-7”), 67.6 (d,
%2Jop = 5.6 Hz, C-5), 67.4 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-5'), 44.5 (SO,CHs), 24.0, 20.6, 20.3
(3XCOCHj3). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -10.17, -10.54. - IR (ATR) v [cm™"]:
2928, 1747, 1681, 1610, 1558, 1485, 1406, 1372, 1295, 1225, 1142, 1117, 1084,
1025, 934, 808, 766, 726. - HRMS (FAB, m/z) Cy4H2sNs0+13PS: ber.: 655.0985, gef.:

656.1064 [M+H]". - [a]: -7.4 ° (c =1, DCM). - DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v):
0.44. - Smp.: 168 °C.

Synthese von 5”’-Nitro-cycloSaligenyl-N*-acetyl-3’-O-acetyl-2’-
desoxyguanosinmonophosphat 119

Nach AAV 6 wurden 404 mg (1.15 mmol) N?-Acetyl-3’-O-acetyl-2’-
desoxyguanosin 113, 403 uL (299 mg, 2.31 mmol) DIPEA und 350 mg (1.50 mmol)
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5-Nitro-cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und bis zum vollstandigen
Umsatz des Nucleosides bei Raumtemperatur gerthrt (18 h). Danach wurde das
Gemisch mit 2.84 g (4.62 mmol) Oxone® oxidiert und nach AAV 6 aufgearbeitet. Das

Produkt wurde ohne weitere Reinigung zur Synthese der NDP-Glycoside eingesetzt.

Ausbeute: 293 mg (506 umol, 50%) eines gelben Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

-"H-NMR (400 MHz, CDCI3) & [ppm]: 12.10 (s, 0
" :[%\NH
P

2H, 2xNH), 10.36 (s, 2H, 2xNHAc), 8.27 (dd, o1 1 "O ) . </N W
1H, “Jun = 2.8 Hz, *Jpn = 9.0 Hz, H-4"), 8.24 4@?0}/—0 s | N NRAg
(dd, 1H, *“Jun = 2.8 Hz, 3Jup = 9.0 Hz, H-4"), 3" 4 v

8.10 (d, 1H, *Jun = 2.8 Hz, H-6"), 8.09 (d, 1H, onc

*Jun = 2.8 Hz, H-6”), 7.67 (s, 1H, H-8), 7.66 (s, 1H, H-8), 7.28 (d, 1H, 3Jun = 9.0 Hz,
H-3"), 7.13 (d, 1H, >Juy = 9.0 Hz, H-3"), 6.21-6.10 (m, 2H, 2xH-1’), 5.64-5.41 (m, 6H,
2xH-7", 2xH-3"), 5.09 (ddd, 1H, 3Juy = 6.8 Hz, *Unn = 7.7 Hz, 3Jpn = 10.5 Hz, H-4"),
4.90 (ddd, 1H, %Jyy =5.7 Hz, °Juy = 6.8 Hz, 3Juy = 10.5 Hz, H-4’), 4.54 (dt, 1H,
3Jun = 5.9 Hz, 2Jun = 10.5 Hz, H-5'a), 4.41 (dt, 1H, 3Jun = 5.9 Hz, 2Jyn = 10.5 Hz, H-
5'a), 4.35-4.29 (m, 2H, 2xH-5'b), 3.46 (ddd, 1H, *Juy=6.0 Hz, %Jyy=8.6 Hz,
%Jun = 14.6 Hz, H-2’a), 3.39 (ddd, 1H, 3Jun = 5.9 Hz, *Jun = 8.6 Hz, 2Juy = 14.5 Hz, H-
2'a), 2.49-2.40 (m, 2H, 2xH-2’b), 2.24, 2.13, 2.12 (3xs, 12H, 4xCOCHs). -"*C-NMR
(101 MHz, CDCls) & [ppm]: 173.5, 169.9 (COCHs), 155.5 (C-6), 148.0 (C-4), 147.7
(C-2), 125.8 (C-17), 121.7 (C-3”), 119.9 (C-5), 87.1 (C-1"), 82.8 (d, 3Jcp = 2.3 Hz, C-
4’), 74.6 (C-3’), 68.2 (d, 2Jcp = 7.7 Hz, C-7"), 67.6 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-5"), 35.4 (C-2)),
24.16, 20.91 (COCHs). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -9.89, -10.36. - IR
(ATR) v [cm™]: 1677, 1609, 1556, 1529, 1482, 1229, 1088, 995, 936. - HRMS (FAB,

m/z) C21H21NgO11P: ber.: 564.1006, gef.: 565.1084 [M+H]". - [a]5, : +3.3 ° (c = 0.33,
CHCI3). - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.53. - Smp.: 138 °C.

Synthese von 5”’-Methylsulfonyl-cycloSaligenyl-N?-acetyl-3’-O-acetyl-2’-
desoxyguanosinmonophosphat 122

Nach AAV 6 wurden 200 mg (0.569 mmol) N?-Acetyl-3’-O-acetyl-2’-
desoxyguanosin 113, 200 pL (148 mg, 1.14 mmol) DIPEA und 303 mg (1.14 mmol)
5-Methylsulfonyl-cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und bis zum
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vollstandigen Umsatz des Nucleosides bei Raumtemperatur gerthrt (18 h). Danach
wurde das Gemisch mit 1.40 g (2.28 mmol) Oxone® oxidiert und nach AAV 6
aufgearbeitet. Das Produkt wurde am Chromatotron mit  einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-4%) unter Zusatz von 0.2% Essigsaure

gereinigt.

Ausbeute: 126 mg (211 umol, 37%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

“'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 5 [ppm]: 12.12 5
" " N

(s, 2H, 2xNH), 10.41 (s, 2H, 20NHAC), 7.97- | o5 %0 7 ol M

7.89 (m, 2H, 2xH-4%), 7.79-7.76 (m, 2H, ﬂ@? 12 NTONT kA

2xH-6"), 7.68 (s, 2H, 2xH-8), 7.31 (d, 1H, > o0

S =86Hz H3"), 716 (d, 1H, one 2

Jun = 8.6 Hz, H-3”), 6.18 (dd, 2H, *Juy = 6.1 Hz, *Juy = 8.7 Hz, 2xH-1"), 5.57-5.48
(m, 4H, H-7”, 2xH-3"), 5.47-5.39 (m, 2H, H-7*), 5.06-4.98 (m, 1H, H-5'a), 4.89-4.82
(m, 1H, H-5'a), 4.52 (dt, 1H, 3Jun = 5.8 Hz, ?Juu = 10.5 Hz, H-5'b), 4.40 (p, 1H,
Jun = 5.4 Hz, H-5'b), 4.35-4.28 (m, 2H, 2xH-4’), 3.49-3.33 (m, 2H, 2xH-2'a), 3.07 (s,
6H, 2xS0O,CHs), 2.43 (dt, 2H, *Juy = 4.5 Hz *Jyy = 14.2 Hz, 2xH-2'b), 2.24, 2.13, 2.12
(3xs, 12H, 4xCOCHs). -"*C-NMR (101 MHz, CDCls)§ [ppm]: 172.8, 172.7
(2xCOCHs3), 170.4, 170.3 (2xNHCOCH3), 155.6 (2xC-6), 153.8, 153.7 (2xC-5), 147.8,
147.7 (2xC-4), 147.53, 147.50 (2xC-2), 129.9, 129.8 (2xC-4"), 125.74, 125.70 (2xC-
6“), 123.1, 123.0 (2xC-17), 121.7, 121.6 (2xC-2"), 120.0 (d, %Jcp = 2.0 Hz, C-3"),
119.9 (d, %Jep = 2.0 Hz, C-3”), 117.3 (2xC-5), 87.0 (2xC-1’), 82.7 (d, 3Jcp = 6.7 Hz,
2xC-4), 74.8, 74.7 (2xC-3’), 68.3 (d, “Jcp = 5.2 Hz, C-7*), 68.0 (d, Jcp = 5.4 Hz, C-
7%), 67.9 (d, 2Jcp = 4.9 Hz, C-5), 67.5 (d, °Jcp = 4.9 Hz, C-5°), 44.6 (SO,CH3), 35.5,
35.1 (2xC-2), 24.1, 21.0 (COCHs). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -9.84, -
10.21. - IR (ATR) v [cm™]: 2926, 1678, 1590, 1488, 14.26, 1370, 1282, 1231, 1139,
1111, 1084, 1028, 959, 893. - [al,: -44° (c=1.5 CH)Cl). -DC: Rr
Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.59. - Smp.: 193 °C.
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Synthese von  5”-Methylsulfonyl-cycloSaligenyl-2’-desoxyguanosinmono-
phosphat 123

Versuch 1.

Nach AAV 6 wurden 300 mg (1.04 mmol) 2’-Desoxyguanosin 104 in 30 mL abs.
Acetonitril, 240 uL (176 mg, 1.36 mmol) DIPEA und 306 mg (1.15 mmol) 5-
Methylsulfonyl-cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und 18 h bei
Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde das Gemisch mit 2.57 g (4.18 mmol)

Oxone® oxidiert und nach AAV 6 aufgearbeitet.

Ausbeute: 10mg (19.4 umol, 2%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

Versuch 2.

Nach AAV 6 wurden 300 mg (1.04 mmol) 2’-Desoxyguanosin 104 in 30 mL abs.
DMF, 240 pL (176 mg, 1.36 mmol) DIPEA und 306 mg (1.15 mmol) 5-Methylsulfonyl-
cycloSaligenylchlorphosphit bei -20 °C umgesetzt und 18 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Danach wurde das Gemisch mit 2.57 g (4.18 mmol) Oxone® oxidiert und
nach AAV 6 aufgearbeitet.

Ausbeute: 33 mg (64.8 umol, 6%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1:1).

“'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -9.55, - o
10.60. - DC: RrWert (DCM/MeOH 9:1 VAY): | oo 8 4 7" rals
5" ?D N N/kNH
0.64. PL0O. = ?
4" 0~ * 5
3" 4 1
3'OH 2

Anmerkung: Aufgrund der kleinen Mengen und vielen Verunreinigungen konnte 'H-

und "*C-NMR-Spektrum nicht ausgewertet werden.
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7.2.2 Synthese der Glycosyl-1-phosphate

AAV 7. Acetylierung der Glycoside

In 200 mL Pyridin wurden 10 Aq. Essigsaureanhydrid vorgelegt und portionsweise
1 Ag. Glycosid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde nach 24 h mit 400 mL
Dichlormethan aufgenommen und drei Mal mit je 50 mL gesattigter NaHCO3-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel entfernt. Der peracetylierte Zucker wurde entweder im Wasser

umkristallisiert oder mit abs. Methanol kristallisiert.

AAV 8. Selektive Deacetylierung des anomeren Kohlenstoffes von

Glycopyranosen

Unter Stickstoffatmosphare wurde 1 Aq. des peracetylierten Glycosids in 5 mL abs.
DMF gelést und auf 50 °C erwdrmt. Es wurden 1.2 Aqg. Hydraziniumacetat
dazugegeben und das Gemisch 3 min bei 50 °C und anschlieBend 30 min bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Reaktionsgemisch wurde in 50 mL Ethylacetat
aufgenommen und drei Mal mit je 20 mL gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
entfernt. Das 0Olige Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit einem

Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-30%) gereinigt.

AAV 9. Synthese von Glycosylbromiden

Unter Stickstoffatmosphéare wurde 1 Aq. des peracetylierten Glycosids in 40 mL abs.
Dichlormethan geldst und auf 0 °C gekuhlt. Langsam wurden unter starkem Rihren
3Ag. HBr in Essigsdure zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 20 h geruhrt. AnschlieBend wurde Eiswasser
zugegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit gesattigter NaHCO3- und NaCl-Lésung gewaschen und Uber Na;SOq4
getrocknet. Das  Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (4:5, v:v)

gereinigt.
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AAV 10.1. Synthese von Glycosyl-1-dibenzylphosphaten (Phosphoramidit-
methode)

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 1 Aq. Glycopyranose und 3 Aq. Dicyanoimidazol
in 50mL  abs. Dichlormethan  gelést und 2.5 Aq. Dibenzyl-N, N-
diisopropylphosphoramidit langsam zugetropft. Die Losung wurde 3 h bei Rt geruhrt
und nach vollstandiger Umsetzung des Eduktes wurden 3 Aq. mCPBA in kleinen
Portionen zugegeben. Nach vollstandigem Umsatz wurde die Ldsung in Ethylacetat
aufgenommen und solange mit gesattigter NaHSO3-Losung gewaschen, bis in der
organischen Phase keine Peroxide mehr vorhanden waren. Die peroxidfreie
organische Phase wurde anschliefend mit gesattigter NaHCO3-Losung, gesattigter
NaCl-Lésung und Wasser gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Anschliel3end
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (1:1, v:v)

gereinigt.

AAV 10.2. Synthese von Glycosyl-1-dibenzylphosphaten (Koenigs-Knorr-
Methode)

In einem Schlenkkolben mit Molsieb wurden 1.8 Aq. Dibenzylphosphat in je 30 mL
abs. Dichlormethan und abs. Acetonitril gelost. Bei 0 °C wurde unter starkem Ruhren
1 Aqg. Glycosylbromid gelést in 15mL abs. Dichlormethan zugetropft und
anschlieBend 1.8 Aq. Ag.CO3 zugesetzt. Nach 20 h Riihren bei Raumtemperatur
wurde das Reaktionsgemisch tiber Celite® filtriert und das Lésungsmittel entfernt. Die
Reinigung erfolgte saulenchromatographisch mit einem Petrolether/Ethylacetat-

Gemisch (1:1 viv).
AAV 11. Synthese von Glycosyl-1-phosphaten

Unter Stickstoffatmosphére wurde 1 Aq Glycosyl-1-dibenzylphosphat in 20 mL abs.
Dioxan gelést und 2 Aq. EtsN und Pd/C (5% mit 55% Wasser) zugesetzt. Die
Suspension wurde 5 min im Ultraschallbad behandelt und anschliefend 20 h in einer
Wasserstoffatmosphare hydriert. Nachdem das Edukt vollstandig umgesetzt war,

wurde die Suspension Uber mit Dioxan vorgewaschene Celite® filtriert. Der Rest
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wurde mit Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit je 50 mL Wasser extrahiert.
Das Produkt konnte aus vereinigten wassrigen Fraktionen durch Gefriertrocknung

gewonnen werden.
Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-glucopyranose 128

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7. Es
wurden 5.00 g (27.7 mmol) D-Glucose 2, 27.5 mL (300 mmol) Essigsaureanhydrid
und 40 mL Pyridin eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h bei
Raumtemperatur gerihrt und nach AAV 7 aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde aus

Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 8.22g (21.1mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes als
Anomerengemisch o/p = 9:1.

- 0-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 6.33 (d, 1H, 3Jun = 3.8 Hz, 4 JeC

H-1), 5.47 (dd, 1H, 3Juy= 9.8 Hz, *Juy = 9.8 Hz, H-3), 5.17-5.05 | Aco ~\
(M, 2H, H-2, H-4), 4.26 (dd, 1H, %Jun = 4.0 Hz, 2Ju = 12.6 Hz, H- CAC Ok
6a), 4.15-4.06 (m, 2H, H-5, H-6b), 2.18, 2.09, 2.04, 2.02, 2.01 (5xs, 5x3H, COCHy). -
a->C-NMR (101 MHz, CDCls) 8 [ppm]: 170.8, 170.4, 169.8, 169.5, 168.9
(5xCOCH3), 89.2 (C-1), 70.0 (C-5), 69.9 (C-3), 69.4 (C-2), 68.1 (C-4), 61.6 (C-6),
21.0, 20.8, 20.78, 20.7, 20.6 (5xCOCHs). - IR (ATR) v[cm™]: 1737, 1368, 1217,
1067, 1033, 981, 946, 911. - MS (FAB, m/z) C1H2,041: ber.: 390.12, gef.: 331.1 [M-
OAc]". - [a[Z,: +59.8 ° (c = 0.5, CHCI;). - DC: Ri-Wert (EE/PE 2:3 v/v): 0.45. - Smp.:
71 °C.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucopyranose 135

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 9.00 g (23.0 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-glucopyranose 128, 2.54 g
(27.6 mmol) Hydraziniumacetat und 15 mL abs. DMF eingesetzt. Die abschliellende
Saulenchromatographie erfolgte mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (1-
30%).

- 140 -



Experimenteller Teil

Ausbeute: 7.12g (204 mmol, 89%) eines farblosen Feststoffes als

Anomerengemisch o/p = 8:1.

-0-'"H-NMR (400 MHz, CDCl3) § [ppm]:  5.48 (dd, 1H, , 0%

50
3Jun = 9.7 Hz, *Juy = 9.7 Hz, H-3), 5.38 (d, 1H, *Juy = 3.5 Hz, H-1), P, 1

2
5.02 (dd, 1H, 3Jun = 9.7 Hz, %Jun = 9.7 Hz, H-4), 4.93-4.85 (m, 1H, >~ Oacon

H-2), 4.29-4.21 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.13-4.08 (m, 1H, H-6b), 2.03, 2.02, 1.97, 1.95
(4xs, 4x3H, COCHjs). - a-"*C-NMR (101 MHz, CDCI3) & [ppm]: 171.0, 170.3, 169.8,
168.8 (4xCOCHj), 90.0 (C-1), 71.2 (C-5), 70.0 (C-2), 68.5 (C-4), 67.0 (C-3), 62.0 (C-
6), 20.7, 20.6, 20.5 (4xCOCH,). - IR (ATR) v [cm™']: 2961, 1741, 1435, 1366, 1213,
1030. - MS (FAB, m/z) C14H20010: ber.: 348.11, gef.: 331.2 [M-OHJ". - [a[5, : +32.2°
(c=1, DCM). - DC: R-Wert (EE/PE 1:1 v/v): 0.19.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-bromid 152

Die Synthese wurde nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9 durchgefiihrt. Es
wurden 29.2g (74.7 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-glucopyranose 128 und
8.39mL (11.6 g, 104 mmol) Bromwasserstoffsaure (33% in Eisessig) umgesetzt.
Nach Aufarbeitung erfolgte eine saulenchromatographische Reinigung mit einem
Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (4:5 v/v).

Ausbeute: 28.6 g (69.6 mmol, 93%) eines farblosen Feststoffes.
-"TH-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 6.55 (d, 1H, *Jun = 3.9 Hz, H-1), —
549 (dd, 1H, °Juy=3.9Hz, *Jyn=3.9Hz, H-3), 5.09 (dd, 1H, |aco {85 0

AcO
30 =9.6 Hz, °Juy=9.6 Hz, H-4), 4.77 (dd, 1H, 3Juy=4.1 Hz, 3 20

%Jun = 10.1 Hz, H-2), 4.30-4.20 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.05-4.02 (m, 1H, H-6b), 2.04E,;r
1.99, 1.97 (3xs, 12H, COCHjs). -"*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 170.3, 169.8,
169.5, 168.8 (4xCOCHs), 90.3 (C-1), 72.1 (C-5), 71.1 (C-3), 70.3 (C-2), 68.7 (C-4),
60.4 (C-6), 20.6, 20.57, 20.51, 20.5 (4xCOCHs). - IR (ATR) v [cm™]: 1737, 1363,
1223, 1106, 1035, 992. - MS (FAB, m/z) Ci4H1oBrOg: ber.: 410.03, gef.: 411.0
[M+H]". - [a]2 : #192.1 ° (c = 1, CHCI3). - DC: R-Wert (EE/PE 1:1 v/v): 0.40. - Smp.:
68 °C.
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Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-dibenzyl-
phosphat 141a

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 4.50 g (12.9 mmol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-D-glucopyranose 135, 4.58 g (38.8 mmol) DCI und 11.1 g (32.3 mmol)
Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 50 mL abs. DCM umgesetzt. Nach 2 h
wurden 3.34g (19.4 mmol) mCPBA zur Oxidation verwendet, wobei ein
Anomerengemisch von a/f=6:1 entstand. Nach saulenchromatographischer
Reinigung mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (1:1 v/v) konnten 61% des o-

Anomers und 6% des B-Anomers isoliert werden.

Ausbeute: 4.81 g (7.90 mmol, 61 %) eines farblosen Ols.
- "H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.38-7.35 (m,
10H, Haom), 5.90 (dd, 1H, 3Juy=3.4Hz
3Jup=6.8 Hz, H-1), 5.48 (dd, 1H, 3Juy =9.9 Hz,
®Jun = 9.9 Hz, H-3), 5.14-5.03 (m, 5H, CH,-Bn, H-2),
5.01-496 (m, 1H, H-4), 4.17 (dd, 1H,
2Jun = 12.5 Hz, 3Juy = 4.1 Hz, H-6a), 4.07-4.04 (m,
1H, H-5), 3.92 (dd, 1H, Juy = 12.5 Hz, *Jun = 2.0 Hz, H-6b), 2.03, 2.02, 2.01 (3xs,
9H, COCHs), 1.89 (s, 3H, COCHa). - *C-NMR (101 MHz, CDCls3) & [ppm]: 170.5,
170.0, 169.8, 169.4 (4xCOCHs3), 128.8 (d, “Jcp=2.8Hz, C-2’), 128.7 (d,
*Jep = 1.9 Hz, C-6°) 128.1 (C-3'), 128.0 (C-5'), 128.0 (C-4’), 93.9 (d, 2Jep = 5.4 Hz, C-
1), 69.8 (d, Jcp = 5.2 Hz, C-2), 69.7 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, CH»-Bn), 69.4 (C-5), 69.3 (C-
3), 67.6 (C-4), 61.2 (C-6), 20.65, 20.62, 20.5, 20.3 (4xCOCHs). -*'P-NMR (162 MHz,
CDCl3) 8 [ppm]: -2.71. -IR (ATR) v[cm™: 1748, 1368, 1213, 948, 734, 696. -

MS (FAB, m/z) Cy3H33013P: ber.: 608.16, gef.: 609.4 [M+H]". - [a 3, : +63 ° (c = 0.16,
CHCIs). - DC: R-Wert (EE/PE 1:1 v/v): 0.36.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl-1-dibenzyl-
phosphat 141b

Die Synthese wurde gemal AAV 10.2 durchgefuhrt. Es wurden 2.50 g (5.66 mmol)
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucose-1-bromid 152, 3.15g (11.3 mmol) Dibenzyl-
phosphat, 3.13 g (11.3 mmol) Silbercarbonat in 25 mL abs. Dichlormethan und
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25 mL abs. Acetonitril eingesetzt. Die saulenchromatographische Reinigung erfolgte
mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (1:1 v/v).

Ausbeute: 3.13 g (5.06 mmol, 89%) eines farblosen Ols.

“'"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.30-7.19 (m, , 0%

5 _0
10H, Arom.), 5.27 (t, 1H, 3Jun = 7.6 Hz, H-4), 5.17-5.11 [ a0 10—
(m, 1H, H-3), 5.08-4.99 (m, 3H, CH,-Bn, H-2), 4.93 (d, 3 ok

1H, °%Jup=7.0Hz, CHyBn), 425 (dd, 1H,
3Jun =5.0 Hz, 3Jup =12.6 Hz, H-1), 4.14 (dd, 1H, :
3Jnn = 4.8 Hz, 2Jun = 12.5 Hz, H-6a), 4.11 (dd, 1H, *Jun = 2.2 Hz, “Juy = 12.5 Hz, H-
6b), 3.81 (ddd, 1H, *Juy = 2.3 Hz, 3Juy = 4.8 Hz, Uy = 9.8 Hz, H-5), 1.96, 1.95, 1.93,
1.92 (4xs, 12H, COCHjs). -">*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 170.3, 169.8, 169.5,
168.8 (4xCOCHs), 135.7 (C-1'), 128.5 (C-3’), 128.4 (C-4’), 127.8 (C-2'), 95.5 (d,
2Jop=4.4Hz, C-1), 71.0 (C-4), 69.7 (d, %Jcp=5.2Hz, CH,-Bn), 69.1 (d,
?Jep = 5.2 Hz, CH2-Bn), 68.5 (d, ®Jcp = 8.8 Hz, C-2), 68.2 (C-5), 67.5 (C-3), 61.7 (C-
6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (4xCOCHs). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -3.34. -
IR (ATR) v[cm™]: 1742, 1725, 1365, 1217, 1098, 991, 883. - MS (FAB, m/z)

CasH33013P: ber.: 608.16, gef.: 609.4 [M+H]". - [a]5: +17.3 ° (c =1, CHCI3). - DC:
R+Wert (EE/PE 1:1 v/v): 0.28.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat als
Triethylammoniumsalz 147a

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 26149 (4.29 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 141a in Gegenwart von 1.19 mL (884 mg, 8.60 mmol) Triethylamin
und 429 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer Reaktionzeit von 24 h und

Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 2.10 g (3.97 mmol, 93%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 5.68 (dd, 1H, Jun = 3.5 Hz, *Jyp = 7.8 Hz, H-1),
5.49 (t, 1H, *Juy = 9.7 Hz, H-3), 5.15 (t, 1H, *Juu = 9.7 Hz, H-4), 5.04 (ddd, 1H,
3Jun = 10.1 Hz, 3Juy = 3.4 Hz, *Jpp = 2.0 Hz, H-2), 4.46-4.37 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.20
(dd, 1H, 3Jun=1.6Hz, 2Jyp=12.3Hz, H-6b), 3.20 (q, 12H, °Juy=7.3 Hz
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N(CH,CHs)s), 2.13, 2.12, 2.10, 2.08 (4xs, 4x3H, COCHy), e 0%
128 (t, *hm=73Hz N(CHCHz)). -“C-NMR peo— 52 o,

(101 MHz, D,0) & [ppm]: 173.7, 173.3, 1728 5 oac _ﬁ o
(4XCOCHs), 91.3 (d, 2Jp = 5.1 Hz, C-1), 70.6 (C-3), 69.7 TR
(d, 3Jep = 6.1 Hz, C-2), 68.1 (C-5), 67.7 (C-4), 61.7 (C-6), 20(C;HgaNH

46.6 (N(CH2CHas)s), 20.14, 20.11, 20.09, 20.0 (4xCOCHj3), 8.2 (N(CH,CHa)s). -*'P-
NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: 0.05. - IR (ATR) v [cm™]: 1742, 1725, 1365, 1217,
1098, 991, 883. - MS (FAB, m/z) Cy4H19O13P: ber.: 426.05, gef.: 427.4 [M+H]". -
[ : +90.4 ° (c = 1, Hy0). - DC: R-Wert (iPrOH/AcNH4 (1M) 2:1 v/v): 0.14.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl-1-phosphat als

Triethylammoniumsalz 147b

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 220¢ (3.61 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-glucopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 141b in Gegenwart von 730 uL (532 mg, 7.21 mmol) Triethylamin
und 361 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer Reaktionszeit von 24 h und

Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 1.67 g (3.16 mmol, 88%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-'TH-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 5.33 (t, 1H, — A
4 O
3Jun = 8.2 Hz, H-3), 5.19 (t, 1H, Jun = 9.7 Hz, H-1), |aco >0, O_'P'\Oe
AcO \
5.07 (t, 1H, *Jun = 9.5 Hz, H-4), 4.97-4.90 (m, 1H, H- . oAc % o
2X(CzH5)3NH

2), 4.33 (dd, 1H, 2Juy = 12.2 Hz, 3Juy = 3.8 Hz, H-
6a), 4.15 (dd, 1H, 2Juy = 12.2 Hz, *Juy = 2.3 Hz, H-6b), 4.07-4.00 (m, 1H, H-5), 3.20
(q, 12H, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHs)3), 2.05, 2.01, 1.98 (3xs, 12H, COCHs), 1.28 (t,
3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)s). -">C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]: 169.8, 170.2, 170.3,
170.9 (4xCOCH3), 95.1 (d, 2Jep = 3.8 Hz, C-1), 71.8 (C-3), 70.3 (d, *Jep = 7.5 Hz, C-
2), 70.5 (C-5), 60.7 (C-4), 60.4 (C-6), 46.6 (N(CH,CHs)3), 20.7, 20.9, 21.0
(3xCOCHj3), 8.2 (N(CH2CHa)s). -*'P-NMR (162 MHz, D;0) & [ppm]: -1.85. - IR (ATR)
v [em™]: 2943, 1742, 1367, 1211, 1033, 908, 832. - MS (FAB, m/z) C14H190+3P: ber.:
426.05, gef.. 4731 [M+K]". -[als: -4.56° (c=1.03, Hy0). -DC: Rr
Wert (iPrOH/AcNH,4 (1M) 2:1 viv): 0.14.
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Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactopyranose 129

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7. Es
wurden 5.29g (29.3 mmol) D-Galactose 124, 28.0mL (30.0g, 300 mmol)
Essigsaureanhydrid und 40 mL Pyridin eingesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
24 h bei Raumtemperatur geruhrt und nach AAV 7 aufgearbeitet. Das Rohprodukt

wurde aus Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 9.58g (24.5mmol, 84%) eines farblosen Feststoffes als
Anomerengemisch o/p = 4:1.

- 0-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 6.37 (d, 1H, *Jun= 1.8 Hz, —5x-onc

H-1), 5.50 (d, 1H, 3Juy = 1.3 Hz, H-4), 5.35-5.32 (m, 2H, H-2, H-3), Ac‘; 0 1
4.34 (dt, 1H, 3Jyy=0.8 Hz, *Jyy =6.8 Hz, H-5), 4.10 (dd, 2H, 32 bac‘oad
3Jun = 3.8 Hz, %Jyy = 6.6 Hz, H-6a, H-6b), 2.17, 2.16, 2.04, 2.02, 2.01 (5xs, 5x3H,
COCHj). - a-"*C-NMR (101 MHz, CDCl5) 5 [ppm]: 170.5, 170.3, 170.0, 169.5, 169.1
(5xCOCHj3), 89.8 (C-1), 68.9 (C-5), 67.5 (C-4), 67.5 (C-2), 66.6 (C-3), 61.4 (C-6),
21.0, 20.8, 20.76, 20.72, 20.6 (5xCOCHSs;). - IR (ATR) v [cm™]: 1736, 1370, 1205,
1040, 1007, 950, 898. - MS (FAB, m/z) C1¢H22014: ber.: 390.12, gef.: 331.1 [M-OAc]".

- [a]i: +77.9° (c = 1, CHCI). - DC: R-Wert (EE/PE 2:3 v/v): 0.67. - Smp.: 71 °C.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranose 136

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 3.00 g (7.69 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactopyranose 129, 850 mg
(9.23 mmol) Hydrazinacetat und 7 mL abs. DMF eingesetzt. Die abschliellende
Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-
Gradienten (1-30%).

Ausbeute: 2.19g (6.29 mmol, 61%) eines gelben Ols als Anomerengemisch
o/ff =4:1.

- -"H-NMR (400 MHz, CDCl3) 3 [ppm]: 5.52 (d, TH, % = 3.3 Hz, [ Omo 0%
H-1), 5.48 (dd, 1H, 3Jun = 1.4 Hz, °Juy = 3.4 Hz, H-4), 5.42 (dd, 1H, Afo 2 1
*Jun = 3.4 Hz, %Jun =10.8 Hz, H-3), 5.17 (dd, 1H, °Jun =3.4 Hz, 3 % oac'oy

3Jun = 10.2 Hz, H-2), 4.48 (dt, 1H, 3y = 1.0 Hz, 3Juy = 6.6 Hz, H-5), 4.13-4.09 (m,
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2H, H-6a, H-6b), 2.14, 2.09, 2.04, 1.99 (4xs, 4x3H, COCHj3). - a-"*C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & [ppm]: 171.0, 170.3, 169.8, 168.8 (4xCOCH;), 90.8 (C-1), 68.5 (C-4), 68.4
(C-2), 67.4 (C-3), 66.5 (C-5), 61.9 (C-6), 23.44, 23.40, 21.0, 20.7 (4xCOCHa). - IR
(ATR) v [cm™: 2110, 1735, 1654, 1437, 1373, 1234, 1155, 1127, 1049. - MS (FAB,
m/z) Ci4H20010: ber.: 348.11, gef.: 331.2 [M-OHJ". - [a]5s: -51 ° (c = 0.13, MeOH).
- DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 30:1 v/v): 0.39.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-1-bromid 153

Die Synthese wurde nach dem allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9 durchgefuhrt. Es
wurden 2.00g (5.10 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-galactopyranose 129 und
412 mL (5.68 g, 15.3 mmol) Bromwasserstoffsaure (33% in Eisessig) umgesetzt.
Nach Aufarbeitung erfolgte saulenchromatographische Reinigung mit einem
Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (4:5 v/v).

Ausbeute: 1.95 g (4.29 mmol, 84%) eines gelben Ols.
-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 6.70 (d, 1H, Jys = 4.0 Hz, H-1), | . Coac
552 (dd, 1H, 3Juu=1.3Hz, *Jus=3.3Hz, H-4), 540 (dd, 1H, | *\2°

AcO 1
2

Ui =34 Hz, Uy =10.7Hz, H-3), 505 (dd, 1H, °Uuy=4.0Hz, | ° "ol
3Jun = 10.5 Hz, H-2), 4.49 (t, 1H, 3Jun = 6.8 Hz, H-5), 4.15 (dd, 2H, 3Jun = 6.5 Hz,
2Jun = 11.5 Hz, H-6a, H-6b), 2.15, 2.11, 2.06, 2.01 (4xs, 4x3H, COCHs). -"*C-NMR
(101 MHz, CDCl3) & [ppm]: 170.5, 170.2, 170.0, 169.9 (4xCOCHs), 88.1 (C-1), 71.2
(C-5), 68.1 (C-4), 67.9 (C-2), 67.1 (C-3), 60.9 (C-6), 20.9, 20.8, 20.73, 20.7
(4xCOCH3). - IR (ATR) v[cm™: 2988, 1739, 1368, 1207, 1073, 1010, 910.
- MS (FAB, m/z) C14H19BrOq: ber.: 410.03, gef.: 411.1 [M+H]". - [a]55: +191° (c =1,
CHCI3). - DC: R-Wert (EE/PE 5:4 viv): 0.83.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-1-dibenzyl-
phosphat 142a

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 1.60 g (4.60 mmol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-D-galactopyranose 136, 978 mg (14.0 mmol) DCI und 3.80 mL (3.95 g,
11.0 mmol) Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 50 mL abs. DCM umgesetzt.

- 146 -



Experimenteller Teil

Nach 2h wurden 1.89g (11.0 mmol) mCPBA zur Oxidation verwendet. Nach
saulenchromatographischer Reinigung mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch

(1:1 v/v) konnten 63% des a-Anomers und 16% des 3-Anomers isoliert werden.

Ausbeute: 1.78 g (2.92 mmol, 63%) eines farblosen Ols.

-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.37-7.35 (m, 10H, | oa’onc
Harom), 5.95 (dd, 1H, 3Jun = 3.4 Hz, 3Jun = 6.7 Hz, H-1), | * \=_2-0
5.45 (dd, 1H, i = 1.3 Hz, s = 3.3 Hz, H-4), 5.33 (dd, |+ 20
1H, 3Jhn = 3.3 Hz, %Upn = 10.9 Hz, H-3), 5.22 (ddd, 1H,
30 = 3.3 Hz, 3Jun =10.7 Hz, “Jyp =2.6 Hz, H-2), 5.08
(dd, 4H, 3Jwp=79Hz, CHzBn), 4.30 (dt, 1H,
%Jui=0.8Hz, 3Juy=6.6Hz, H-5), 4.06 (dd, 1H,
3Jun = 6.5 Hz, 2Jyn = 11.3 Hz, H-6a), 3.96 (dd, 1H, *Juy = 6.6 Hz, 2Juy = 11.4 Hz, H-
6b), 2.14, 2.00, 1.92, 1.90 (4xs, 12H, COCHjs). -"*C-NMR (101 MHz, CDCl3) & [ppm]:
170.4, 170.2, 170.0, 169.8 (4xCOCHs), 135.5 (C-1’), 128.92 (C-3’), 128.90 (C-5'),
128.2 (C-4’), 128.2 (C-2’), 128.1 (C-6"), 94.6 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, C-1), 77.2 (C-2), 69.8
(d, 2Jcp = 5.3 Hz, CH»-Bn), 69.7 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, CH,-Bn), 68.5 (C-4), 67.6 (C-5),
67.0 (C-3), 61.4 (C-6), 21.2, 20.7, 20.67, 20.6 (4xCOCHs). -*'P-NMR (162 MHz,
CDCl3) § [ppm]: 0.89. - IR (ATR) v[cm™]: 1741, 1369, 1212, 1152, 1012, 946.

I
OAcO_P/OBI"l
N

- MS (FAB, m/z) CogsH33013P: ber.: 608.17, gef.. 609.4 [M+H]". - [a], : +67.5°
(c = 0.16, CHCI3). - DC: Ri-Wert (EE/PE 1:1 v/v): 0.41.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 142b

Die Synthese wurde gemafly AAV 10.2. Es wurden 1.80 g (3.97 mmol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-D-galactose-1-bromid 153, 1.99 g (7.15 mmol) Dibenzylphosphat, 1.97 g
(7.15 mmol) Silbercarbonat in 25 mL abs. Dichlormethan sowie 25 mL abs.
Acetonitril eingesetzt. Die saulenchromatographische Reinigung erfolgte mit einem
Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (1:1 v/v).

Ausbeute: 2.20 g (3.61 mmol, 91%) eines farblosen Ols.
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-'TH-NMR (400 MHz, CDCls) 8 [ppm]: 7.35-7.29 (m, 10H, | oacoAc o

Harom), 5.41 (dd, 1H, 3Jun = 1.0 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, H-4), 5.33- A:O%O_L!\\osn
520 (m, 2H, H-2, H-3), 5.07 (dd, 2H, 3*Jup =1.2 Hz, 3 2 oa 0

2Jun = 7.5 Hz, CH2-Bn), 5.04-5.01 (m, 3H, CHy-Bn, H-1), ',
4.12-4.05 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.01 (dt, 1H, 3Juu = 1.0 Hz, 3
*Jun = 6.6 Hz, H-5), 2.14, 2.00, 1.94, 1.88 (4xs, 12H,
COCHs). -®C-NMR (101 MHz, CDCIls) 8 [ppm]: 170.4, 170.2, 170.1, 169.6
(4xCOCH3), 135.5 (d, 2Jep = 7.6 Hz, C-1°), 135.3 (d, 2Jcp = 7.6 Hz, C-1"), 128.8 (C-3’,
C-5'), 128.0 (C-4’), 127.9 (C-2’, C-6’), 96.9 (d, °Jcp = 4.6 Hz, C-1), 70.6 (C-4), 69.8 (d,
2Jep = 5.3 Hz, CH2-Bn), 69.7 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, CH,-Bn), 68.9 (d, ®Jcp = 9.2 Hz, C-2),
66.8 (C-3), 61.2 (C-6), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (4xCOCHs). -*'P-NMR (162 MHz,
CDCl3) & [ppm]: -3.01. - IR (ATR) v [cm™]: 1738, 1371, 1218, 1152, 995. - MS (FAB,

m/z) CasH33013P: ber.: 608.17, gef.: 609.4 [M+H]". - [a]5,: -38 ° (c = 0.3, CHCIy).
- DC: R-Wert (EE/PE 1:1 v/v): 0.39.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-1-phosphat als
Triethylammoniumsalz 148a

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 1.89¢ (3.11 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 142a in Gegenwart von 629 uL (459 mg, 6.21 mmol) Triethylamin
und 311 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer Reaktionszeit von 24 h und

Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 1.59 g (3.01 mmol, 97%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 5.55 (dd, 1H, *Jui = 3.3 Hz, [ oafonc

3Jup = 7.9 Hz, H-1), 5.34 (dd, 1H, 3Jun = 1.0 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, A:O >0, 1

H-4). 5.23 (dd, 1H, “Jus=3.3 Hz, i =10.9Hz, H-3), 489 | o 24 §
(ddd, 1H, “Jup = 1.9 Hz, *Jun = 3.3 Hz, *Jun = 10.9 Hz, H-2), s
4.36 (t, 1H, 3Jun = 6.7 Hz, H-5), 4.04 (dd, 1H, 3Jun = 6.7 Hz, oo H

2Jan=11.1Hz, H-6a), 3.96 (dd, 1H, °3Juy=6.1Hz
%Jun = 10.9 Hz, H-6b), 2.99 (q, 6H, *Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHs)s); 2.10, 2.00, 1.97, 1.94
(4xs, 4x3H, COCHs); 1.18 (t, 9H, 3Jun = 7.2 Hz, N(CH.CH3)s). -">*C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 170.1; 169.9; 169.8; 169.6 (4xCOCHs3), 90.5 (d, Jep = 17.5 Hz, C-1),
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67.7 (C-4), 67.6 (d, *Jcp = 7.6 Hz, C-2), 66.8 (C-3), 66.2 (C-5), 61.0 (C-6), 45.1
(N(CH2CHa)3); 20.5; 20.4; 20.4; 20.3 (4xCOCH3); 8.4 (N(CH2CHs)3). -*'P-NMR
(162 MHz, D,0) & [ppm]: -1.98. - IR (ATR) v [cm™]: 1738, 1448, 1370, 1216, 1047,
919. - HRMS (FAB, m/z) Cy4H21013P: ber.: 428.0731, gef.: 451.0639 [M+Na]".
- [a]is: +79 ° (c = 0.6, H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/ACNH, (1M) 2:1 v/v): 0.14.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-1-phosphat als
Triethylammoniumsalz 148b

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 220¢ (3.61 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 142b in Gegenwart von 730 uL (533 mg, 7.21 mmol) Triethylamin
und 361 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer Reaktionszeit von 24 h und
Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 1.67 g (3.16 mmol, 88%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-'H-NMR (400 MHz, D,0)38[ppm]: 5.77 (dd, 1H, [_ 5

*in=34Hz, °Uup=7.4Hz, H-1), 546 (dd, 1H, |4 >0, ; O—ﬁ o
SJuu=1.1Hz, 3Juy=3.4Hz, H-4), 543 (dd, 1H, < 3 2 oA \0\8 ®
U =34 Hz, °Juy=10.7Hz, H-3), 513 (ddd, 1H, S

3Jun = 3.3 Hz, Uy = 10.6 Hz, “Uup = 2.3 Hz, H-2), 4.01 (t, 1H, 3Jpy = 7.3 Hz, H-5),
415 (dd, 1H, 3Juy =7.8 Hz, %Upy = 10.8 Hz, H-6a), 4.04 (dd, 1H, 3Jun = 6.0 Hz,
2Jun = 10.8 Hz, H-6b), 3.06 (q, 6H, >Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHa)3), 2.12, 2.06, 2.01, 1.97
(4xs, 4x3H, COCHs), 1.33 (t, 9H, 3Jun = 7.2 Hz, N(CH.CH3)s). -">*C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 170.9, 170.7, 170.5, 170.2 (4xCOCH3), 92.2 (d, %Jcp = 18.2 Hz, C-1),
68.2 (C-4), 68.0 (d, Jcp = 7.6 Hz, C-2), 67.7 (C-3), 66.8 (C-5), 61.2 (C-6), 45.7
(N(CH2CHs)s), 21.0, 20.9, 20.84, 20.80 (COCHs), 8.6 (N(CH2CHs):). -*'P-NMR
(162 MHz, D,0) & [ppm]: -0.23. - IR: (ATR) v [cm™']: 1740, 1450, 1367, 1214, 1039,
922. - HRMS (FAB, m/z) C14H21043P: ber.: 428.0731, gef.: 530.2001 [M+Et;NH]".
- [a]i : +12.3 ° (c = 1.36, H20). - DC: R-Wert (iPrOH/AcNH,4 (1M) 2:1 v/v): 0.14.
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Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose 130

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7. Es
wurden 3.97g (22.0 mmol) D-Mannose 125, 20.8 mL (22.5g, 220 mmol)
Essigsaureanhydrid und 40.0 mL Pyridin eingesetzt. Nach einer Reaktionszeit von
24 h wurde das Rohprodukt aufgearbeitet und aus Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 6.38 g (16.4 mmol, 74%) eines farblosen Ols als Anomerengemisch
o/ff =4:1.

- a-"H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 6.02 (d, 1H, 3Ju= 1.8 Hz, T o

H-1), 5.30-5.26 (m, 2H, H-3, H-4), 5.20-5.18 (m, 1H, H-2), 4.21 (dd, Aa\%ﬁ&1
2

1H, 3Jun = 4.8 Hz, 2Jup = 12.3 Hz, H-6a), 4.06-3.98 (m, 2H, H-5, H- k OAc

6b), 2.16, 2.15, 2.08, 2.04, 1.99 (5xs, 5x3H, COCHs). - a-"*C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & [ppm]: 170.7, 170.0, 169.8, 169.6, 168.2 (5xCOCHs3), 90.7 (C-1), 70.7 (C-5),
68.8 (C-3), 68.4 (C-2), 65.6 (C-4), 62.2 (C-6), 20.9, 20.8, 20.78, 20.73, 20.7
(5xCOCH3). - IR (ATR) v[cm™: 1739, 1368, 1206, 1146, 1047, 1024, 970.
-MS (FAB, m/z) CiH2044: ber.: 390.12, gef.: 331.1 [M-OAc]". - [al;,: +24.4°
(c = 1.15, CHCI3). - DC: R-Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.40.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-mannopyranose 137

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 6.36 g (16.3 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-D-mannopyranose 130, 1.90 g
(21.0 mmol) Hydraziniumacetat und 17 mL abs. DMF eingesetzt. Die abschlie3ende

Saulenchromatographie erfolgte mit Dichlormethan/Methanol-Gradienten (1-30%).

Ausbeute: 4.30 g (12.3 mmol, 76%) eines gelben Ols.

3Jun = 3.1 Hz, H-3), 5.22-5.16 (m, 3H, H-1, H-2, H-4), 4.21-4.14 (m, [‘%Ro

2H, H-5, H-6a), 4.10-4.04 (m, 1H, H-6b), 2.10, 2.04, 1.99, 1.94 (4xs,
4x3H, COCHs). - a-"*C-NMR (101 MHz, CDCl3) & [ppm]: 170.9, 170.3, 170.1, 169.9
(4xCOCH3), 92.2 (C-1), 70.1 (C-2), 68.8 (C-5), 68.4 (C-3), 66.2 (C-4), 62.6 (C-6),
20.9, 20.8, 20.7, 20.6 (4xCOCHs). - IR (ATR) v [cm™"]: 1737, 1662, 1434, 1370, 1214,

- a-'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8 [ppm]: 5.36 (dd, 1H, 3Jun = 9.9 Hz, s ng; oo
%1

OH
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1127, 1042. - MS (FAB, m/z) C14H20010: ber.: 348.11, gef.: 331.2 [M-OHJ". - [a]%,:
+22.3 ° (¢ = 1, CHCI3). - DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 30:1 v/v): 0.40.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-dibenzyl-
phosphat 143

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 400 mg (1.15 mmol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-D-mannopyranose 137, 211 mg (3.45 mmol) DCI und 400 uL (552 mg,
2.87 mmol) Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 50 mL abs. DCM umgesetzt.
Nach 2h wurden 570 mg (3.45 mmol) mCPBA zur Oxidation verwendet. Nach
saulenchromatographischer Reinigung mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch

(1:1 v/v) konnte nur das a-Anomer isoliert werden.

Ausbeute: 2.55 g (4.19 mmol, 77%) eines farblosen Ols.

- a-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.34-7.37 (m, N

10H, Haom) 560 (dd, 1H, *duw=18Hz po NT"LQ,

*Jup = 6.5 Hz, H-1), 5.28-5.29 (m, 3H, H-2, H-3, H-4), 3 2 O_'P'\\OBn
5.07-5.10 (m, 4H, 2xCH,-Benzyl), 4.24-4.25 (m, 1H, o\ ;
H-6), 4.00-4.06 (m, 1H, H-5), 3.92 (dd, 1H, o 5
3nn = 2.5 Hz, 2Jun = 12.6 Hz, H-6), 1.99, 2.03, 2.04, 54

2.15 (4xs, 4x3H, COCHs). - a-"*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 170.5, 169.7,
169.6, 20.6 (4xCOCHj3), 128.9 (C-1’), 128.8 (C-3’, C-5), 128.3 (C-2’, C-6'), 128.1 (C-
4'), 94.7 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-1), 70.3 (C-5), 70.1 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, CH,-Benzyl), 69.9
(d, 2Jcp = 5.6 Hz, CHy-Benzyl), 68.8 (d, 3JCP = 11.7 Hz, C-2), 68.3 (C-3), 65.3 (C-4),
61.8 (C-6), 20.9, 20.8, 20.7, 20.5 (4xCOCHj3). -*'P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -
0.23. - IR (ATR) v [cm™: 1735, 1664, 1438, 1365, 1209, 1122, 1042. - MS (FAB,
m/z) CagH33013P: ber.: 608.17, gef.: 609.3 [M+H]". - [a]s,: +40.2 ° (c =1, CHCIy).
- DC: Re-Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.35.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-phosphat als

Triethylammoniumsalz 149

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es

wurden 120mg (0.197 mmol)  2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl-1-
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dibenzylphosphat 143 in Gegenwart von 55 pL (39.9 mg, 0.394 mmol) Triethylamin
und 20 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer Reaktionszeit von 24 h und

Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 852 mg (1.61 mmol, 98%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
-'TH-NMR (400 MHz, D,0)& [ppm]: 5.54 (d, 1H,
*Jup = 6.3 Hz, H-1), 3.80-4.37 (m, 4H, H-5, H-6, H-2, H-
4), 3.64-3.68 (m, 1H, H-6), 3.10 (q, 6H, %Juu = 7.3 Hz,

(0]
N(CH,CHs)3), 1.95, 2.02, 2.08, 2.13 (4xs, 4x3H, COCHj3), O_L'\\oe
1.36 (t, 9H, °Juy=7.3Hz, N(CH.CHs)s). -">C-NMR oo @

2X(C2H5)3NH

(101 MHz, Dy0) 8 [ppm]: 171.9, 171.8, 171.7, 169.9 (4xCOCHs), 94.1 (d,
2Jep = 9.2 Hz, C-1), 77.4 (d, 3Jcp = 9.2 Hz, C-2), 69.7 (C-3), 69.3 (C-4), 66.4 (C-5),
62.6 (C-6), 46.1 (N(CH2CHa3)s), 21.3, 21.2, 21.1, 21.0 (4xCOCHs3), 8.9 (N(CH2CHs)s3).
“IP-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -2.13. - IR (ATR) v[cm™]: 1738, 1448, 1370,
1216, 1047, 919. - MS (FAB, m/z) Cy4H21043P: ber.: 428.07, gef.: 451.1 [M+Na]".
- [a]is s +23 ° (c = 1.0, H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/ACNH, (1M) 2:1 v/v): 0.14.

Synthese von 2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-desoxy-a-D-

glucopyranose 131

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7. Es
wurden 5.00g (23.2 mmol) D-Glucosamin Hydrochlorid 126, 23.7 mL (25.6 g,
232 mmol) Essigsaureanhydrid und 35 mL Pyridin umgesetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur geruhrt und aufgearbeitet. Nach
Entfernen des Losungsmittels wurde das oOlige Rohprodukt in einer kleinen Menge
abs. Methanol bei 2°C kristallisiert. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und

gefriergetrocknet.

Ausbeute: 7.66 g (19.7 mmol, 85%) eines farblosen Feststoffes.

-o-'H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]:  6.11 (d, 1H, 4 Og\cs 5

3Jun = 3.5 Hz, H-1), 6.02 (d, 1H, 3Jyn = 9.0 Hz, NH), 5.20 (t, 1H, "o ~\!
3Jun = 10.0 Hz, H-3), 5.14 (t, 1H, Juy = 9.5 Hz, H-4), 4.44 (ddd, 3AC N Ohe
1H, 3w =3, %wm=93, U =105, H-2), 4.18 (dd, 1H, 3Juy= 4.1Hz

2Jun = 12.4 Hz, H-6a), 4.00 (dd, 3Unn =2.4°Jun =12.4, H-6b), 3.95 (ddd, 1H,
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30t = 2.5, 3Jun =3.8, 3Uun = 9.7, H-5), 2.11, 2.02, 1.98, 1.97, 1.87 (5xs, 5x3H,
COCHs). - a-"*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 171.5, 170.7, 170.4, 169.1, 168.7
(5xCOCH3), 90.6 (C-1), 70.7 (C-5), 69.7 (C-4), 67.7 (C-3), 61.6 (C-6), 51.0 (C-2),
22.8, 20.8, 20.63, 20.61, 20.5 (5xCOCHs3). - IR (ATR) v [cm™]: 2960, 1754, 1653,
1466, 1372,1228, 1138, 1074.. - MS (FAB, m/z) C16H23NO1: ber.: 389.13, gef.: 330.0
[M-OAc]". - a5, : +63 ° (¢ = 0.1, CHCI3). - DC: R-Wert (EE/PE 2:3 v/v): 0.45. - Smp.:
131 °C.

Synthese von 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranose 138

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 1.00g (2.57 mmol)  2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-desoxy-D-
glucose 131, 284 mg (3.08 mmol) Hydraziniumacetat und 10 mL abs. DMF
eingesetzt. Die abschlieRende Saulenchromatographie erfolgte mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (1-30%).

Ausbeute: 583 mg (1.68 mmol, 65%) eines amorphen Feststoffes.

-a-'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8 [ppm]: 5.84 (d, 1H, 2 T8°, .
3Jun = 9.2 Hz, NH), 5.32-5.27 (m, 2H, H-1, H-4), 5.13 (t, 1H, A°Ec%
SJum = 5.0 Hz, H-3), 4.33-4.27 (m, 1H, H-2), 4.23-4.18 (m, 2H, H- AC/N“ o
5, H-6a), 4.16-4.11 (m, 1H, H-6b), 2.09, 2.03, 2.02, 1.96 (4xs, 4x3H, COCH3). - a-
3C-NMR (101 MHz, CDCl3) & [ppm]: 171.5, 170.7, 170.4, 169.1 (COCHjs), 91.7 (C-1),
70.9 (C-4), 68.2 (C-5), 67.6 (C-3), 62.1 (C-6), 52.3 (C-2), 23.2, 20.8, 20.7, 20.6
(COCH3). - IR (ATR) v [cm™]: 3349, 2960, 1746, 1659, 1541, 1436, 1374, 1239,
1125, 1045. - MS (FAB, m/z) C14H21NOg: ber.: 347.12, gef.: 348.2 [M-H]". - [a]%:

+63 ° (¢ = 0.1, CHCI3). - DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.13.

Synthese von 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 144

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 500 mg (1.44 mmol) 2-Acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 138, 509 mg (4.32 mmol) DCIl und
898 uL (1.24 g, 3.60 mmol) Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 40 mL abs.
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DCM umgesetzt. Nach 2 h wurden 807 mg (3.60 mmol) mCPBA zur Oxidation
verwendet. Nach saulenchromatographischer Reinigung mit einem

Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (1:1 v/v) konnte nur das a-Anomer isoliert werden.

Ausbeute: 637 mg (1.05 mmol, 73%) eines amorphen Feststoffes.

-'"H-NMR (400 MHz, CDCl3) § [ppm]: 7.40-7.34 (m, 10H, L
O

Harom), 5.68-5.61 (m, 2H, NH, H-1), 5.17-5.00 (m, 6H, H-3, A°°&1
3 o}

H-4, CH.-Bn), 4.40-4.33 (m, 1H, H-2), 4.13 (dd, N

Ac O—P\\osn

3Jun = 3.9 Hz, 2Juy = 12.5Hz, 1H, H-6a), 4.00-3.96 (m, o

1H, H-5), 3.91 (dd, 3Jun=2.2 Hz, %Juy=12.5Hz, 1H, r 2
H-6b), 2.03 (s, 3H, COCHj3), 2.01 (s, 6H, 2xCOCHs), 1.7 ° 3
(s, 3H, COCHs). -"*C-NMR (101 MHz, CDCl3) § [ppm]: 24

171.5, 170.7, 170.4, 169.1 (COCH3), 129.0, 128.9, 128.8, 128.1, 128.0 (Carom), 96.2
(d, 2Jcp = 6.4 Hz, C-1), 70.1 (C-3), 70.0 (t, 2Jcp=5.0 Hz, 2xCH,), 69.6 (C-5), 67.3 (C-
4), 61.3 (C-6), 51.8 (d, ®Jcp=7.8 Hz, C-2), 22.7, 20.63, 20.60, 20.5 (4xCOCHs). -*'P-
NMR (162 MHz, CDCl3) & [ppm]: -0.1. - IR (ATR) v [cm™]: 3282, 1739, 1676, 1547,
1499, 1456, 1365, 1240, 1131, 1081, 1035, 1017, 992, 953, 913. - MS (FAB, m/z)
CasH3sNO1,P: ber.: 607.18, gef.: 608.3 [M+H]". - [a]5: +62.7 ° (c = 0.51, CH,Cly).
- DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.63.

Synthese von 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucosyl-1-phosphat

als Triethylammoniumsalz 150

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 224 ¢ (3.68 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
glucopyranosyl-1-dibenzylphosphat 144 in Gegenwart von 1.02mL (745 mg,
7.36 mmol) Triethylamin und 36.8 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer
Reaktionszeit von 24 h und Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung

gewonnen.

Ausbeute: 1.94 g (3.34 mmol, 91%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 5.47 (dd, ®Jun = 3.4 Hz, 3Jun = 7.2 Hz, 1H, H-1),
5.32 (dd, *Jun = 9.8 Hz, 3Uhp = 10.4 Hz, 1H, H-3), 5.11 (t, >Juy = 9.8 Hz, 1H, H-4),
443 (dd, °Juy =3.0Hz, 2Jyu=12.5Hz, 1H, H-6a), 4.39 (dt, °Juy =2.5Hz,
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3w =10.3Hz, 1H, H-5 ), 4.29 (ddd, °Juy =2.3 Hz, , 60

i =33Hz, °Juy=106Hz, 1H, H-2), 418 (dd, P, —° 1

3Jun = 2.0 Hz, 2Juy=12.5Hz, 1H, H-6b), 3.20 (q, 12H, 3 A:/NHO_E\\OO

Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs);), 2.13, 2.09, 2.05, 2.00 (4xs, °e
2X(CoHsz)3NH|

4x3H, COCH3), 1.28 (t, 18H, Jun = 7.3 Hz, N(CH,CH3)3). -
3C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]: 174.5, 173.9, 173.5, 172.9 (COCHj), 93.0 (d,
?Jep =5.7Hz, C-1), 71.8 (C-3), 68.5 (C-4), 67.9 (C-5), 62.0 (C-6), 51.9 (d,
%Jep =7.9Hz, C-2), 46.7 (N(CH,CHs)s), 21.9; 20.18; 20.15; 20.1 (COCHs), 8.2
(N(CH2CHs)3). -*'P-NMR (162 MHz, D,0) 8 [ppm]: -0.3. - IR (ATR) v [cm™]: 1741,
1672, 1545, 1366, 1222, 1124, 1034, 915, 837, 806, 732, 680. - HRMS (FAB, m/z)
C14H22NO1,P: ber.: 427.0734, gef.: 529.2149 [M+Et;NH]". - [a]5, : +99.4 ° (c = 0.54,
H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/ACNH, (1M) 2:1 v/v): 0.14.

Synthese von 2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-desoxy-D-galactose 132

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7. Es
wurden 6.20g (28.0 mmol) D-Galactosamin Hydrochlorid 127, 26.7 mL (28.8 g,
280 mmol) Essigsaureanhydrid und 40 mL Pyridin eingesetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde 24 h bei Raumtemperatur geruhrt und aufgearbeitet.

Ausbeute: 10.6g (27.3mmol, 97%) eines farblosen Feststoffes als
Anomerengemisch o/p = 9:1.
- 0-"H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 6.21 (d, 1H, Juy = 3.6 Hz, 0AcC oA

H-1), 5.41 (m, 1H, NH), 5.37 (dd, 1H, Jun = 0.7 Hz, 3 = 3.3 Hz, [pd N
H-3), 5.22 (dd, 1H, 3Jun = 3.2 Hz, 3Juy = 11.4 Hz, H-4), 4.76-4.70 3
(m, 1H, H-2), 4.25-421 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.09 (t, 1H, Ac

3Jun = 1.9 Hz, H-5), 2.17, 2.09, 2.03, 1.95 (4s, 15H, COCHj3). - a-">*C-NMR (101 MHz,
CDCl3) & [ppm]: 169.9, 169.7, 169.6, 169.5, 168.9 (5xCOCH3), 90.6 (C-1), 68.2 (C-5),
67.1 (C-4), 66.6 (C-3), 61.3 (C-6), 46.2 (C-2), 22.7, 22.3, 20.7, 20.6, 20.53
(5xCOCHa). - IR (ATR) v [em™]: 1753, 1647, 1569, 1433, 1375, 1308, 1222, 1118,

1077, 1041. - MS (FAB, m/z) C16H23NO1o: ber.: 389.13, gef.: 330.0 [M-OAc]". - [a]s:
+77.7 ° (¢ = 0.5, CHCI3). - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.50. - Smp.: 148 °C.
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Synthese von 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-galactopyranose 139

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 4.00g (10.3mmol)  2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-desoxy-D-
galactose 132, 1.13g (12.3 mmol) Hydraziniumacetat und 15 mL abs. DMF
eingesetzt. Die abschlieRende Saulenchromatographie erfolgte mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (1-30%).

Ausbeute: 2.56 g (7.35 mmol, 72%) eines amorphen Feststoffes.

- 0-'H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 5.71 (d, 1H, 2Up =9.7 Hz, | onac%onc

NH), 5.40 (dd, 1H, 3Juu = 1.3 Hz, *Jun = 3.1 Hz, H-4), 5.33 (d, 1H, A:o >
3Jun = 3.6 Hz, H-1), 5.25 (dd, 1H, ®Jun = 3.3 Hz, 3Juy = 11.5 Hz, H- * % o
3), 4.56 (dd, 1H, 3 = 3.5 Hz, 3Juy = 9.6 Hz, 2Upn = 11.5 Hz, H-2),
4.41 (dt, 1H, *Juy = 0.9 Hz, *Jpy = 6.5 Hz, H-5), 4.13-4.04 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2.16,
2.06, 2.00, 1.98 (4xs, 4x3H, COCHj). - a-">*C-NMR (101 MHz, CDCl3)  [ppm]: 170.5,
170.4 (COCH), 92.5 (C-1), 68.1 (C-3), 67.7 (C-4), 66.9 (C-5), 62.2 (C-6), 48.2 (C-2),
23.5, 20.93, 20.90 (COCHs). - IR (ATR) v [cm™]: 1744, 1658, 1374, 1241, 1080,
1047. - MS (FAB, m/z) C1;H21NOg: ber.: 347.12, gef.: 348.2 [M-HI". - [a]5,: +23°

(c =0.7, CHCI3). - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.26.

Ac

Synthese von 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl-1-
dibenzylphosphat 145

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 500 mg (1.44 mmol) 2-Acetamido-
3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-galactopyranose 139, 274 mg (4.32 mmol) DCI und
869 uL (1.20 g, 3.65 mmol) Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 50 mL abs.
DCM umgesetzt. Nach 2 h wurden 888 mg (3.65 mmol) mCPBA zur Oxidation
verwendet. Nach saulenchromatographischer Reinigung mit einem

Petrolether/Ethylacetat-Gemisch (1:1 v/v) konnte nur das a-Anomer isoliert werden.

Ausbeute: 591 mg (0.971 mmol, 67%) eines amorphen Feststoffes.
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-'"H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.37-7.36 (m, 10H,
Harom), 5.73 (dd, 1H, 3Juy = 3.2 Hz, 3Jyp = 5.6 Hz, H-1), 5.53 |4 \\8-©
(d, 1H, °Jun = 9.4 Hz, NH), 5.38 (d, 1H, 3Jpy = 2.0 Hz, H-4), 3 2
5.11-5.03 (m, 5H, CH,-Bn, H-3), 4.64-4.58 (m, 1H, H-2), a’ o—
4.25 (t, 1H, 3Jup = 6.2 Hz, H-5), 4.07 (dd, 1H, *Juy = 6.4 Hz,
2Juy =11.2 Hz, H-6a), 3.94 (dd, 1H, 3Jnyy=6.6 Hz,
2Jun = 11.2 Hz, H-6b), 2.14, 1.99, 1.93, 1.73 (4s, 12H,
4xCOCHs). -"*C-NMR (101 MHz, CDCls) 8 [ppm]: 170.3
(COCHs), 129.1, 129.0, 128.9, 128.3, 128.2 (Caom), 115.2 (C-1), 97.2 (d,
2Jep = 7.1 Hz, C-1), 70.1 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, CH,-Bn), 68.8 (C-5), 67.4 (C-3), 66.9 (C-
4), 61.5 (C-6), 47.7 (d, *Jep = 7.6 Hz, C-2), 23.0, 20.8, 20.79, 20.7 (4xCOCHs). -*'P-
NMR (162 MHz, CDCl3) & [ppm]: -2.30. - IR (ATR) v [cm™']: 1746, 1637, 1618, 1595,
1560, 1371, 1233. - MS (FAB, m/z) C2sH34sNO12P: ber.: 607.18, gef.: 647.1 [M+K]".
- [a]i: +35 ° (c = 0.17, CHCI3). - DC: R-Wert (EE/PE 1:1 viv): 0.27.

Synthese von 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactosyl-1-

phosphat als Triethylammoniumsalz 151

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 1.26 g (2.07 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-
galactopyranosyl-1-dibenzylphosphat 145 in Gegenwart von 449 uL (328 mg,
4.14 mmol) Triethylamin und 207 mg Pd/C in Dioxan hydriert. Nach einer
Reaktionszeit von 24 h und Aufarbeitung wurde das Produkt durch Gefriertrocknung

gewonnen.

Ausbeute: 1.05 g (1.66 mmol, 80%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-'H-NMR (400 MHz, D20)§[ppm]: 551 (dd, 1H, | oagone
*Jun=3.4Hz, *Jup=7.2Hz, H-1), 548 (d, 1H, 5.34 Aci) o~ !
Sm=28Hz, NH), 523 (dd, 1H, S3shmw=31Hz | ° ACZ/NHO f:l .
3Jun = 11.2 Hz, H-3), 4.57 (t, 1H, 3Jun = 6.3 Hz, H-5), 4.45 (td, Z\BEH .

1H, 3Jun=2.8Hz, 3Juy=11.3Hz, H-2), 4.25 (dd, 1H,
30 = 6.4 Hz, %Jpn = 11.4 Hz, H-6a), 3.96 (dd, 1H, 3Juy = 6.0 Hz, %Jyy = 11.6 Hz,
H-6b), 3.18 (q, 6H, *Jun = 7.4 Hz, 2xN(CH2CHs)s), 2.21, 2.07, 1.99, 1.99 (4xs, 4x3H,
4XCOCH3), 1.26 (t, 18H, %Jyu=7.3 Hz, 2xN(CH.CHs)s). -"*C-NMR (101 MHz,
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D,0) & [ppm]: 174.7; 173.7; 173.5; 173.1 (4xCOCHs), 93.5 (d, %Jcp = 5.5 Hz, C-1);
69.0 (C-3), 68.2 (C-4), 66.9 (C-5), 62.1 (C-6), 48.0 (d, *Jcp = 8.2 Hz, C-2), 46.7
(N(CH2CHa)3), 21.9; 20.2; 20.1; 20.0 (4xCOCH3), 8.2 (N(CH2CHs)3). -*'P-NMR
(162 MHz, D,0) & [ppm]: -0.24. - IR (ATR) v [cm™]: 1740, 1667, 1546, 1396, 1218,
1039, 957, 916. - HRMS (FAB, m/z) C14H2NO1,P: ber.: 427.0734, gef.: 450.0777
[M+Na]". - [a]i: +35° (c = 1.33, H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/AcNH4 (1M) 2:1 v/v):
0.14.

Synthese von N-Benzyllactosamin 161

Zu 50.0g (146 mmol) Lactulose 159 wurden bei 0°C 125mL (123 g, 114 mol)
Benzylamin zugegeben. Die Suspension wurde auf Raumtemperatur erwarmt und
anschlieBend 3d bei 40 °C geruhrt. Danach wurde die Reaktionslosung auf
Raumtemperatur abgekuhlt und mit 125 mL Methanol versetzt. Diese Mischung
wurde bei 0 °C unter langsamen Ruhren zu 3.5 L Diethylether getropft und der
entstandene Feststoff abfiltriert (R-Wert: 0.81 MeOH/CHCI3/NHsAc (1M) 2:2:1 viviv).
Das N-Benzyllactulosylamin 160 (71.9 g) wurde in einem 8:1 Methanol/Essigsaure-
Gemisch aufgenommen und 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Die Losung wurde
erneut zu 4.0 L Diethylether getropft und der Feststoff bei 0 °C abfiltriert. Das
entstandene N-Benzyllactosamin 161 wurde als Rohprodukt weiter eingesetzt.

Ausbeute: 66.8 g eines gelben Feststoffes.

-DC R+Wert (MeOH/CHCI3/NH4Ac (1M) 2:2:1 v/v/v): [ oH %'_" OH
4 5_0 4 6 5
0.74. o o Q o
3 2 OHT 3 2NHEn

Synthese von Lactosamin Hydrochlorid 162

Das Rohgemisch von N-Benzyllactosamin 161 (66.8 g) wurde in 330 mL Wasser
geldst und ein pH —Wert von 1 mit konz. HCI eingestellt. Nach Zugabe von 3.30 g
(23.5 mmol) des Pearlman-Katalysators Pd(OH),/C (5 gew.%) wurde das
Reaktionsgemisch 3 d bei Raumtemperatur hydriert. Danach wurde der Katalysator
(iber Celite® abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel

befreit. Das Rohprodukt wurde in einem Benzol/Ethanol-Gemisch 1:1 aufgenommen
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und das LoOsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das entstandene

Lactosamin Hydrochlorid 162 wurde ohne Reinigung weiter eingesetzt.

Ausbeute: 60.4 g eines braunen Feststoffes.
-DC RgWert (MeOH/CHCI3/NH;Ac (1M)  2:2:1  viIviv): | on®H OH
0.37. ‘ 50

0
HOA—=—"Ho 1 oH
3 2 0H1 3 2 NHor

Synthese von 5-Dimethylaminomethylen-1,3-dimethylpyrimidin-2,4,6-trion 193

In einem 500 mL-Rundkolben wurden 25.0 mL (22.4 g, 188 mmol) N,N-Dimethyl-
formamiddimethylacetal 194 in 50 mL Chloroform geldst und auf 0 °C gekihlt.
Innerhalb von 2 h wurden 21.9g (140.2 mmol) 1,3-Dimethylbarbitursaure 195 in
150 mL Chloroform zugetropft. Anschliefend wurde die gelbe Losung drei Mal mit
Wasser gewaschen, Uber Na,SO,4 getrocknet und Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der gelbe Rickstand wurde in Diethylether suspendiert, erneut filtriert

und mit Diethylether gewaschen.

Ausbeute: 23.3 g (110.3 mmol, 79%) eines hell-gelben Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, CDCIls) & [ppm]: 8.11 (s, 1H, H-7), 3.39 (s, 3H, |
NCHs), 3.36 (s, 3H, NCH3), 3.28 (s, 6H, barb. NCHj). -">*C-NMR
(101 MHz, CDCI3) & [ppm]: 162.1 (C-7), 152.5 (C-2, C-4, C-6), 48.9 2
(NCH3), 44.8 (NCH3), 27.9 (barb. NCHs). - IR (ATR) v[cm™]: 1624, - 4\ﬂ/3\
1596, 1429, 1372, 1322, 1187, 1073, 1050, 971. - MS (FAB, m/z) CgH3N303: ber.:
211.10, gef.: 212.1 [M+H]". - DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.75. - Smp.: 106 °C.

Synthese von N-(1,3-Dimethyl-2,4,6-trioxopyrimidin-5-yliden)methyl-

lactosamin 133

Das Rohgemisch von Lactosaminhydrochlorid 162 (60.4 g) wurde in 120 mL
Methanol gelést und mit 41.1mL (29.6g, 292 mmol) Triethylamin versetzt.
Anschlieend wurden 33.9g (161 mmol) DTPM-Reagenz 193 geldst in 50 mL
Methanol zugegeben und der ausgefallener Niederschlag nach 2 h abfiltriert. Dieser

wurde mit 200 mL Methanol gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.
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Ausbeute: 19.7 g (38.9 mmol, 27% bezogen auf Lactulose 159) eines farblosen
Feststoffes.
-"TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm]: 10.21 (dd, 1H,

OH06|_,| OH
S =7.7Hz, °Juu=13.9Hz, NH), 822 (d, 1H, 4'% &
(0]
3un = 14.6 Hz, =CH), 5.13 (d, 1H, % = 15.3 Hz, H-1), |5 Z'on+ "© )
H

(0]
1
N_ ©
4.92 (s, 1H, H-3), 4.66 (t, 1H, Jup = 5.0 Hz, H-4"), 4.60 (t, |
1H, 3Jun = 5.7 Hz, H-2"), 4.50 (d, 1H, 3Jun = 4.4 Hz, H-3)), RN
4.23 (d, 1H, *Juy = 6.37 Hz, H-1), 3.81-3.74 (m, 1H, H-6) o
3.74-3.66 (m, 2H. H-6b, H-6'a), 3.63-3.55 (m, 2H, H-5, H-6'b), 3.52-3.48 (m, 2H, H-2,
H-4), 3.40 (t, 1H, %Jyy = 8.5 Hz, H-5'), 3.14 (s, 6H, NCHs). -">*C-NMR (101 MHz,
DMSO-dg) & [ppm]: 164.2, 162.1, 159.60, 151.5 (DTPM), 103.9 (C-1’), 90.0 (C-1),
89.8 (DTPM), 80.6 (C-4’), 75.7 (C-5'), 73.2 (C-3’), 70.7, 70.2, 69.7 (C-2’, C-3, C-5),
68.2 (C-4), 63.5 (C-2), 60.5, 60.4 (C-6, C-6"), 27.3, 26.6 (2xNCHs). - IR (ATR)
v[em™]: 1626, 1473, 1362, 1332, 1249, 1205, 1124, 1095, 1059, 1038. - MS (FAB,

H
O

m/z) C1gH29N3043: ber.: 507.17, gef.: 547.2 [M+K]". - [a]5,: +53 ° (c = 0.7, DMSO).
- DC: R-Wert (MeOH/CHCI3/NH,Ac (1M) 2:2:1 viviv): 0.74. - Smp.: 269 °C.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 134

Bei Raumtemperatur wurde 1.00g (1.97 mmol) N-(1,3-Dimethyl-2,4,6-
trioxopyrimidin-5-yliden)methyllactosamin 133 in 10 mL 25%-iger Ammoniaklosung
aufgenommen und fir 10 min gerUhrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert
und mit Wasser gewaschen. Nach Entfernen des Lésungsmittels vom Filtrat wurde
der Ruckstand in 10 mL Pyridin aufgenommen und mit 4.51 mL (4.87 g, 47.3 mmol)
Essigsaureanhydrid unter Zusatz einer Spatelspitze DMAP entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 acetyliert. Das Reaktionsgemisch wurde 24 h
bei Raumtemperatur geruhrt und aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch mit einem Ethylacetat/Methanol-Gradienten (0-2%)

gereinigt.

Ausbeute: 469 mg (692 pmol, 35%) eines farblosen Ols.
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-'"H-NMR (400 MHz, CDCl3) 5 [ppm]: 6.10 (d, 1H, [ g 0Ac o
3Jun = 3.6 Hz, H-1), 5.59 (d, 1H, *Juu = 7.5 Hz, NH), 4& RN
536 (d, 1H, °Jpn=2.3Hz, H-4), 523 (dd, 1H, e 3 2 OAc reo 3 r2\1H1
3 = 84 Hz, 3 =11.1Hz, H-3), 513 (dd, 1H, A

3 = 7.9, 3Jpn = 10.3, H-2), 4.97 (dd, 1H, >Juy = 3.4, 3Jun = 10.4, H-3'), 4.52 (d, 1H,
*Jun = 7.9 Hz, H-1"), 4.46-4.35 (m, 2H, H-2, H-6'a), 4.20 (m, 4H, H-5, H-6’b, H-6ab),
3.93-3.82 (m, 2H, H-4, H-5'), 2.18, 2.15, 2.11, 2.10, 2.06, 2.05, 1.97, 1.94 (8xs, 8x3H,
8xCOCH3). -"*C-NMR (101 MHz, CDCl3) & [ppm]: 170.3, 170.1, 169.9, 168.8
(COCHj3), 101.2 (C-1’), 90.4 (C-1), 75.2 (C-5'), 70.9 (C-3), 70.7 (C-4), 70.4 (C-3),
69.0 (C-2'), 66.5 (C-4’), 61.8 (C-6’), 60.9 (C-6), 51.2 (C-2), 20.5, 20.33, 20.31, 20.29
(COCHs). - IR (ATR) v [cm™]: 2924, 1748, 1667, 1538, 1432, 1370, 1222, 1050, 944.
- MS (FAB, m/z) CosH3gNO+g: ber.: 677.22, gef.: 663.8 [M-CHj]". - [afis: +2.6°
(c = 0.35, CHCI3). - DC: R-Wert (EE/MeOH 9:1 v/v): 0.83.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 140

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 300 mg (443 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-
acetamido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 134, 49 mg (531 umol)
Hydraziniumacetat und 1mL abs. DMF eingesetzt. Die anschlielende
Saulenchromatographie erfolgte mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (1-
4% viv).

Ausbeute: 196 mg (308 umol, 70%) eines amorphen Feststoffes.

- o-'"H-NMR (400 MHz, CDCls) 3 [ppm]: 6.77 (d, 1H, [ oacO™ o
“h=9.8Hz, NH), 552 (dd, *ywm=92Hz |° A o NE-0
3Jun = 10.8 Hz, 1H, H-3), 5.34 (dd, 1H, Ui = 1.0 Hz, 3 2one O NHOI1-|
3Jun = 3.3 Hz, H-4), 5.17 (t, 1H, 3Jun = 3.8 Hz, H-1), o

5.06 (dd, 3Jpy =7.7 Hz, 3Jyu=10.5Hz, 1H, H-2)), 4.98 (dd, 1H, 3Juy = 3.4 Hz,

3Jun = 10.5 Hz, H-3’), 4.43-4.37 (m, 2H, H-1", H-6'a), 4.24 (dt, 1H, 3Juy = 3.3 Hz,

3Jun = 10.3 Hz, H-2), 4.16-3.98 (m, 4H, H-5, H-6'b, H-6ab), 3.88-3.83 (m, 1H, H-5'),

3.75 (t, *Jun = 9.4 Hz, 1H, H-4), 2.12, 2.08, 2.05, 2.04, 2.02, 1.99, 1.94 (7xs, 7x3H,

7XxCOCHs). - 0-">C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 171.1, 170.9, 170.8, 170.4,
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170.3, 170.0, 169.9 (7xCOCHj3), 100.9 (C-1’), 91.5 (C-1), 75.8 (C-4), 71.1 (C-3), 70.7
(C-5), 70.4 (C-3’), 69.7 (C-2’), 68.3 (C-5), 66.6 (C-4’), 62.2 (C-6’), 60.7 (C-6), 52.1
(C-2), 22.9, 21.0, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6, 20.4 (7xCOCHs3). - IR (ATR) v [cm™]: 1740,
1664, 1533, 1431, 1368, 1218, 1125, 1044, 907. - MS (FAB, m/z) Cz6H37NO47: ber.:
635.21, gef: 636.4 [M-H]". -[afi,: +51.7° (c=0.75, CHCl;). -DC:
R+Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.29.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranosyl-1-dibenzylphosphat 146

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 150 mg (0.236 mmol) 2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-
glucopyranose 140, 84.0 mg (708 umol) DCI und 173 uL (204 mg, 590 umol)
Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 10 mL abs. DCM umgesetzt. Nach 30 min
wurden 122mg (708 umol) mCPBA zur Oxidation verwendet. Nach
saulenchromatographischer Reinigung mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch

(1:1 v/v) konnte nur das a-Anomer isoliert werden.

Ausbeute: 198 mg (0.221 mmol, 94%) eines amorphen Feststoffes.

“H-NMR (400 MHz, CDCls) 8 [ppm: 7.41-7.32 oo —

(M, 10H, Haom), 5.62 (dd, 1H, 3Ua=3.3Hz, | «\so . 4 8s g

3Jun= 5.9 Hz, H-1), 5.56 (d, 1H, >Juny=9.4 Hz, O 2o Ao » ZH LE\
NH), 5.34 (d, 1H, 3Juu= 2.5 Hz, H-4"), 5.19-5.00 AR

(m, 6H, 2xCH,, H-3, H-2'), 4.94 (dd, 1H, Juy= 3.3 Hz, 3Jup= 10.4 Hz, H-3"), 4.49 (d,
1H, 3Jun=7.9 Hz, H-1"), 4.33-4.23 (m, 2H, H-2, H-6a), 4.15-4.07 (m, 2H, H-6'ab),
4.00 (dd, 1H, 3Jun= 3.8 Hz, 2Juy= 12.1 Hz, 1H, H-6b), 3.96-3.92 (m, 1H, H-5), 3.88-
3.79 (m, 2H, H-4, H-5"), 2.15, 2.06, 2.05, 2.04, 2.02, 1.97, 1.69 (7xs, 7x3H,
7xCOCHSs). -">*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 171.1, 170.9, 170.8, 170.4, 170.3,
170.0, 169.9 (7xCOCHj3), 129.0, 128.9, 128.8, 128.1, 128.0 (Carom), 101.3 (C-1°), 95.6
(C-1), 75.3 (C-4), 70.9 (C-3), 70.8 (C-5’), 70.4 (C-5), 70.3 (C-2’), 69.5 (CH,), 68.3 (C-
3), 66.6 (C-4’), 61.2 (C-6), 60.7 (C-6"), 51.9 (C-2), 22.8, 21.1, 20.66-20.46
(7XCOCHj3). -*'P-NMR (162 MHz, CDCls) & [ppm]: -2.21. - IR (ATR) v [cm™"]: 2925,
2853, 1748, 1683, 1558, 1456, 1370, 1224, 1052, 954. -MS (FAB, m/z)
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CaoHs0NO2P: ber.: 895.79, gef.: 918.3 [M+Na]". - [a]}: +7.0 ° (c = 1.15, CHCIy).
- DC: R-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.69.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-
3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranosyl-1-phosphat als Triethylammonium-

salz 67a

Die Reaktion erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11. Es
wurden 100 mg (112 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-
acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranosyl-1-dibenzylphosphat 146 in
Gegenwart von 100 uL (73 mg, 0.223 mmol) Triethylamin und 11.2 mg Pd/C in
Dioxan hydriert. Nach einer Reaktionszeit von 24 h und Aufarbeitung wurde das

Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 95.0 mg (0.104 mmol, 92%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-'H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 5.50-5.46 [ oac O™ oA
. 5' 4 (6
(m, 1H, H-1), 5.28-5.13 (m, 2H, H-3, H-4), | * N\t 50
AcO . o5 2\1 O
5.06-4.97 (m, 2H, H-2’, H-3'), 4.80-4.73 (m, 3 Zoae 5T \pl Pl
/ o~ \'0
1H, H-1"), 4.51-4.46 (m, 1H, H-6a), 4.32-4.10 A & o
2X(C2H5)3NH

(m, 4H, H-2, H-6b, H-6’ab), 3.92-3.80 (m, 1H,
H-5"), 3.78 (m, 2H, H-4, H-5), 3.21 (q, 12H, ®Jun = 7.1 Hz, N(CH2CHs)3), 2.22, 2.19,
2.13, 2.12, 2.01 (5xs, 21H, 7xCOCHs), 1.29 (t, 18H, 3Jun = 7.2 Hz, N(CH,CHs)3).
-BC-NMR (101 MHz, D;0) & [ppm]: 174.4, 173.9, 173.5, 173.4, 173.3, 172.7, 172.6
(7xCOCHs), 100.2 (C-1’), 92.7 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, C-1), 75.5 (C-4), 72.2 (C-3’), 71.4
(C-5), 70.3 (C-5), 69.8 (C-2'), 68.6 (C-3), 67.9 (C-4’), 62.4 (C-6), 61.8 (C-6"), 51.9 (d,
3Jep = 7.7 Hz, C-2), 46.6 (N(CH,CHs)s), 21.8; 20.5; 20.2; 20.14, 20.13, 19.9
(7XCOCHj3), 8.2 (N(CH2CHs)3). -*'P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -1.86. - IR (ATR)
vem™]: 2984, 1738, 1672, 1544, 1449, 1367, 1217, 1125, 1039, 946, 907.
- HRMS (FAB, m/z) CasH3sNOxP: ber.: 715.1730, gef.:714.1646 [M+Et;NH]". - [a]25, :
+6.8 ° (¢ = 1.65, H,0). - DC: Ri-Wert (iPrOH/ACNH, (1M) 2:1 v/v): 0.15.
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Synthese von 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-

acetamido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 165

Zu der Losung von 1.00g (1.97 mmol) N-(1,3-Dimethyl-2,4,6-trioxopyrimidin-5-
yliden)methyllactosamin 133 in 10 mL abs. DMF wurden bei 0°C 366 mg
(1.58 mmol) Camphersulfonsaure und 740 uL (4.93 mmol) Benzaldehyd-
dimethylacetal zugegeben. Die Lésung wurde 2 h bei 50 °C erhitzt und die Reaktion
anschlieBend mit 5 mL Triethylamin abgebrochen. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Ruckstand in 10 mL 25%-iger Ammoniakldsung
aufgenommen und fur 10 min gerthrt. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde der
Ruckstand in 10 mL Pyridin aufgenommen und mit 2.82 mL (3.04 g, 29.6 mmol)
Essigsaureanhydrid unter Zusatz einer Spatelspitze DMAP entsprechend der
allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 acetyliert und nach 24 h aufgearbeitet. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit Dichlormethan gereinigt.

Ausbeute: 560 mg (822 umol, 42%) eines gelben Ols.
-"H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.28-7.23 (m, [Ph
5H, Harom), 6.22-6.10 (m, 1H, H-1), 5.51-5.40 (m,

) , OAc
2H, NH, CHPh), 5.26-5.20 (m, 2H, H-2, H-3), 488 | /(s o 4 l6, _
.
(dd, 1H, 3Jun = 3.7 Hz, Jun = 10.4 Hz, H-3’), 4.48 [A© + 2 ‘on AcO - 1
! C
(d, 1H, 3Jup = 7.9, H-1)), 4.43-4.38 (m, 2H, H-2, H- b /o

6a), 4.35-4.31 (m, 1H, H-4’), 4.30-4.26 (m, 1H, H-6'a), 4.11-4.03 (m, 2H, H-6b, H-
6'b), 3.88-3.82 (m, 1H, H-4), 3.40-3.34 (m, 1H, H-5), 3,28-3.23 (m, 1H, H-5), 2.13,
2.08, 2.06, 2.04, 2.02, 2.00 (6xs, 6x3H, 6xCOCH;). -"C-NMR (101 MHz,
CDCl3) 8 [ppm]: 171.8, 170.6, 170.31, 170.27, 169.1, 168.9 (6xCOCH;), 149.8,
135.9, 128.3, 126.4 (Carom), 101.2 (C-1°), 90.5 (C-1), 75.6 (C-4), 73.1 (C-5'), 72.0 (C-
4’), 70.7 (C-3), 70.47 (C-5), 68.9 (C-3'), 68.5 (C-6'), 66.4 (C-2’), 61.6 (C-6), 51.0 (C-
2), 22.9, 20.9, 20.8, 20.77, 20.72, 20.71 (6xCOCHj). - IR (ATR) v [cm™]: 1709, 1642,
1623, 1472, 1363, 1331, 1245, 1206, 1079, 1028, 974. - MS (FAB, m/z) C31H39NO1s:
ber.: 681.23, gef.: 622.2 [M-COCH,]". - [a]5: +22.1 ° (c = 0.35, CHCI3). - DC: R¢-
Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.72.
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Synthese von 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-3-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-

acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 166

Die Synthese erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8. Es
wurden 500 mg (731 umol) 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl--D-galactopyranosyl-
(1—>4)-2-acetamido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 165, 74.0 mg
(807 umol) Hydraziniumacetat und 1 mL abs. DMF eingesetzt. Die anschlie3ende
Saulenchromatographie erfolgte mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (1-
4%).

Ausbeute: 280 mg (438 umol, 60%) eines amorphen Feststoffes.
- 0-"H-NMR (400 MHz, CDCls) & [ppm]: 7.42-7.27 (m, 5%
15H, Harom), 5.62-5.58 (m, 2H, NH, H-3), 5.56-5.49 >\O

(m, 1H, H-4), 5.47-5.41 (m, 1H, H-1), 522:5.09 (m, |, [ & o 4 (o
, (0]
2H, H2', H-3)), 4.44-4.24 (m, 3H, H-1’, H-2, H-6'a), 0N 0 Y
>
4.14-3.93 (m, 4H, H-5, H-6'b, H-6ab), 3.82-3.74 (m, one S Mgy

Ac

1H, H-5"), 3.65-3.56 (m, 1H, H-4), 2.08, 2.05, 2.04,

2.03, 1.99 (5xs, 15H, 5XCOCHj3). -'*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]: 171.3, 171.0,
170.9, 170.7, 170.5 (5xCOCHs), 128.7, 128.6, 128.4, 128.2, 126.3 (Carom), 101.3,
100.8 (C-1’), 91.6 (C-1), 76.0 (C-4), 73.1 (C-3), 71.5 (C-5'), 71.4 (C-3’), 69.6 (C-2)),
69.5 (C-5), 68.5 (C-6"), 68.2 (C-4’), 62.4 (C-6), 52.0 (C-2), 29.2, 29.1, 28.9, 28.3, 28.2
(COCH3). - IR (ATR) v [cm™: 1738, 1682, 1654, 1536, 1495, 1369, 1291, 1225,
1046, 914. - MS (FAB, m/z) CxH3;NO4s: ber.: 639.22, gef.: 640.5 [M+H]". - [a]s,:
+54.5 ° (c = 0.85, CHCI3). - DC: Ri-Wert (DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.28.

Synthese von 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-
acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranosyl-1-dibenzylphosphat 167

Die Synthese erfolgte nach AAV 10.1. Es wurden 200 mg (313 umol) 4,6-O-
Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-
2-desoxy-D-glucopyranose 166, 110 mg (939 umol) DCI und 196 uL (270 mg,
782 umol) Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit in 10 mL abs. DCM umgesetzt.
Nach 30 min wurden 162 mg (939 umol) mCPBA zur Oxidation verwendet. Nach
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saulenchromatographischer Reinigung mit einem Petrolether/Ethylacetat-Gemisch

(1:1 v/v) konnte nur das a-Anomer isoliert werden.

Ausbeute: 240 mg (267 pmol, 85%) eines gelben Ols.
-"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & [ppm]: 7.41-7.31 &=

(m, 15H, Hawom), 5.68-5.59 (m, 2H, H-1, NH), }\O
5.41 (s, 1H, CHPh), 5.27 (dd, 1H, >Juy= 8.9 Hz, 6.
3Jun= 9.2 Hz, H-2), 5.16 (t, 1H, 3Jpu=7.9 Hz, |aco v
H-3), 5.14-5.00 (m, 4H, 2xCH,), 4.88 (dd, 1H, |
3Jun= 3.2 Hz, ®Jun= 10.3 Hz, H-3’), 4.46 (d, 1H,
3Jun= 6.3 Hz, H-1"), 4.36-4.24 (m, 4H, H-2, H-4’, H-6a, H-6'a), 4.35-4.09 (m, 1H, H-
6'b), 4.07-3.98 (m, 2H, H-5", H-6b), 3.96-3.92 (m, 1H, H-5), 3.88-3.73 (m, 1H, H-4),
2.044, 2.042, 2.03, 2.01 (4xs, 15H, 5xCOCHj3). -"*C-NMR (101 MHz, CDCls) & [ppm]:
171.3, 170.7, 170.3, 170.2, 168.9 (5xCOCH,), 137.4, 135.3, 129.2, 128.9, 128.8,
128.5, 128.1, 127.1, 126.4 (Carom), 101.2 (CHPh), 101.1 (C-1’), 96.1 (d, *Jcp=6.1 Hz,
C-1), 75.1 (C-4), 73.1 (C-4’), 72.1 (C-3’), 70.6 (C-5), 69.9 (d, *Jcp= 5.6 Hz, CHy), 69.8
(C-3), 69.76 (d, *Jcp=5.6 Hz, CH,), 68.9 (C-2’), 68.5 (C-6’), 61.3 (C-6), 51.9 (d,
%Jep=T7.7Hz, C-2), 22.8, 20.8, 20.7, 20.6 (5xCOCHs). -*'P-NMR (162 MHz,
CDCl3) & [ppm]: -2.21. - IR (ATR) v [cm™: 2925, 2853, 1748, 1683, 1558, 1456,
1370, 1224, 1052, 954. - [al,,: +47.5 ° (c = 0.55, CHCI3). - DC: R-Wert (DCM/MeOH
9:1 v/v): 0.68.

Versuch zur Darstellung von 2,3-Di-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-
acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranosyl-1-dibenzylphosphat 163

In  einem Rundkolben wurden 140 mg

o, OAc
(156 umol) 4,6-0O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-B- | 5 o
"o
D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di- [**° 3% o Aco ~ 1 E
0N
O-acetyl-2-desoxy-D-gluco-pyranosyl-1- AR S

dibenzylphosphat 167 mit 5 ml 60%-iger Essigsaure geldst und unter Ruhren 2 h auf
90 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde das Reaktionsgemisch in 30 mL Ethylacetat
aufgenommen und mehrmals mit gesattigter NaHCO3;-Losung gewaschen, dabei
wanderte das vermeintliche Produkt in die wassrige Phase. Wassrige Fraktionen

wurden gefriergetrocknet, in Ethylacetat aufgenommen und NaHCO; abfiltriert. Das
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Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und von dem Riickstand 'H- sowie 3'P-

NMR angefertigt. Es konnten keine Produktsignale gefunden werden.

Versuch zur Darstellung von 2,3-Di-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-

acetamido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranose 168

Versuch 1 und 2.

In einem Rundkolben wurden 100 mg (147 pmol) oHdT OAc
4,6-0-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-3-D- ¢ o, °s o
galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O- ‘ 3 2 opc N© 3 » 1OAc
acetyl-2-deoxy-D-gluco-pyranose 165 mit 5 ml ad

60%-iger Essigsaure gelost und 4 h bei Raumtemperatur gerthrt. Da mittels
Dunnschichtchromatographie (EE/MeOH, 4:1, v/v) keine Umsetzung beobachtet
wurde, wurde der Reaktionsansatz 2 h auf 90 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde
Essigsaure unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in 30 mL
Ethylacetat aufgenommen und mehrmals mit Wasser extrahiert. Wassrige Fraktionen
wurden gefriergetrocknet und der Rickstand saulenchromatographisch mit einem
Ethylacetat/Methanol-Gemisch (4:1, v/v) gereinigt. Es konnte allerdings kein
gewunschtes Produkt isoliert werden.

Versuch 3.

In einem Rundkolben wurden 100 mg (147 umol) 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-
B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-gluco-
pyranose 165 mit 5 ml 80%-iger Essigsaure geldst und 30 Minuten auf 60 °C erhitzt.
Nach dem Abkuhlen wurde Essigsaure im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in
30 mL Ethylacetat aufgenommen und mehrmals mit Wasser extrahiert. Wassrige
Fraktionen wurden gefriergetrocknet und der Rickstand saulenchromatographisch
mit einem Ethylacetat/Methanol-Gemisch (4:1, v/v) gereinigt. Es konnte allerdings

kein gewunschtes Produkt isoliert werden.

Versuch 4.
In einem Reagenzglas wurden 100 mg (147 umol) 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-
B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-gluco-

pyranose 165 in 3 ml eines Wasser/Acetonitril-Gemisches (30:70, v/v) geldst und mit
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drei Tropfen konzentrierter Salzsaure versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur 30 sek
zum Sieden erhitzt. AnschlieRend wurden weitere 15 mL Wasser zugegeben und
dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden
gefriergetrocknet und der Ruickstand saulenchromatographisch mit einem
Ethylacetat/Methanol-Gemisch (4:1, v/v) gereinigt. Es konnte allerdings kein
gewunschtes Produkt isoliert werden.

Versuch 5.

In einem Reagenzglas wurden 277 mg (333 umol) 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-
B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-gluco-
pyranose 165 in 10 mL Ethanol fur Hydrierungen (99.8%) geldst und 33 mg Pd/C
(5% mit 55% Wasser) wurden zugesetzt. Die Suspension wurde 5 min im
Ultraschallbad behandelt und anschlielliend 24 h in einer Wasserstoffatmosphare
hydriert. Es konnte allerdings mittels Dunnschichtchromatographie (EE/MeOH, 4:1,

v/v) keine Umsetzung beobachtet werden.

Versuch 6.

In einem Reagenzglas wurden 277 mg (333 umol) 4,6-O-Benzyliden-2,3-di-O-acetyl-
B-D-galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-gluco-
pyranose 165 in abs. THF geldst und 33 mg Pd/C (5% mit 55% Wasser) wurden
zugesetzt. Die Suspension wurde 5 min im Ultraschallbad behandelt und
anschlieBend 24 h in einer Wasserstoffatmosphare hydriert. Es konnte allerdings
mittels Dunnschichtchromatographie (EE/MeOH, 4:1, v/v) keine Umsetzung
beobachtet werden.

7.2.3 Synthese der Nucleosiddiphosphatglycoside

AAV 12 Synthese der NDP-Glycoside

121 1 Aquivalent chromatographiertes 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-
Nucleosidmonophosphat und 2 Aquivalenten Glycosyl-1-phosphat wurden fiir zwei
Tage in Olpumpenvakuum und anschlieBend zwei Stunden in abs. DMF U(ber
Molekularsieb vorgetrocknet. Unter Schutzgasatmosphare wurde das Triester zum

Zuckerphosphat Uber zwei Stunden getropft und das Reaktionsgemisch fur 48-72 h
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bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt mit einem Triethylamin/Wasser/Methanol-Gemisch
(1:3:7, viviv) 24 h bei Raumtemperatur behandelt. Nach dem Entfernen des
Ldsungsmittels wurde Zuckerphosphat saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel
mit Wasser als Eluent abgetrennt. Fraktionen, die NDP-Zucker enthielten, wurden
gefriergetrocknet und erneut in Wasser aufgenommen. Mit Triethylamin wurde ein
pH-Wert von 8 eingestellt. Anschliellend wurde das Reaktionsgemisch mit 7 U (pro
0.1 mmol eingesetzter Phosphateinheit) alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h
bei Raumtemperatur gertuhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der
Ruckstand erneut saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als

Eluent gereinigt.

12.2 Unter Stickstoffatmosphdre  wurde 1 Aquivalent 5“-Nitro-cycloSal-
Nucleosidmonophosphat in abs. DMF gelést und mit 1.2 Aq. Triethylammoniumsalz
des Glycosyl-1-phosphates versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bei 50°C geruhrt.
Die Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlometan/Methanol
9:1 v/v) und nach vollstandiger Umsetzung des Triesters das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde in Dichlormethan aufgenommen
und mit Wasser extrahiert. Der nach Entfernen von Wasser gebildete Rickstand
wurde in einem Triethylamin/Wasser/Methanol-Gemisch (1:3:7, v/v/v) aufgenommen
und 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit
Wasser als Eluent gereinigt. Die Detektion der Produktfraktionen erfolgte
dinnschichtchromatographisch mit einem Gemisch aus iso-Propanol und 1 molarem

Ammoniumacetat (2:1, v/v).

12.3 Es wurden zwei Tage in Olpumpenvakuum und anschlieBend zwei Stunden in
abs. DMF Uber Molekularsieb 1 Aquivalent cycloSal-Nucleosidmonophosphat und 2-
3 Aquivalenten Glycosyl-1-phosphat vorgetrocknet. AnschlieRend wurde unter
Stickstoffatmosphare das Triester zum Zuckerphosphat Uber zwei Stunden getropft
und das Reaktionsgemisch fur 48 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde der
Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Der nach
Entfernen von Wasser gebildete Ruckstand wurde in einem

Triethylamin/Wasser/Methanol-Gemisch (1:3:7, v/v/v) aufgenommen und 24 h bei

- 169 -



Experimenteller Teil

Raumtemperatur gertuhrt. Danach wurde das LoOsungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als

Eluent gereinigt.

12.4 Es wurden zwei Tage in Olpumpenvakuum und anschlieBend zwei Stunden in
abs. DMF Uber Molekularsieb 1 Aquivalent cycloSal-Nucleosidmonophosphat und
2 Aquivalenten  Glycosyl-1-phosphat  getrocknet. AnschlieRend wurde unter
Stickstoffatmosphare das Triester zum Zuckerphosphat Uber zwei Stunden getropft
und das Reaktionsgemisch fur 48 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde der
Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Der nach
Entfernen von Wasser gebildete Ruckstand wurde in einem
Triethylamin/Wasser/Methanol-Gemisch (1:3:7, v/v/v) aufgenommen und 24 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Nach entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand
in Wasser aufgenommen und mit Triethylamin ein pH-Wert von 8 eingestellt.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit 7 bzw. 25U (pro 0.1 mmol
eingesetzter Phosphateinheit) alkalischer Phosphataseversetzt und 16 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde Reaktionsansatz eingeengt und
saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Synthese der Uridin-5’-diphospho-a-D-glucose 1a

Versuch 1.

Nach AVV 12.1 wurden 50.0 mg (87.0 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 92.0 mg (174 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-
glucosyl-1-phosphat 147a umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen und
Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die NDP-Zucker enthielten, mit
6 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels wurde der Rickstand saulenchromatographisch an

RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 52.8 mg (68.7 umol, 80%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 7.94 (d, 1H, *Juy = 8.1 Hz; H-5), 5.99-5.94 (m, 2H,
H-6, H-1"), 5.58 (dd, 1H, *Juy = 3.5 Hz, *Jyp = 7.3 Hz, H-1"), 4.39-4.33 (m, 2H, H-2’,
H-3’), 4.29-4.25 (m, 1H, H-4’), 4.23-4.15 (m, 2H, H-5’ab), 3.90-3.87 (m, 1H, H-4"),
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3.86-3.81 (m, 1H, H-6"a), 3.78-3.73 (m, 2H, H-
3", H-6"b), 3.50 (dt, 1H, 3Juy=3.2Hz
3Jun = 9.8 Hz, H-2"), 3.44 (t, 1H, *Jyn = 9.6 Hz,
H-5"), 319 (q, 12H, 3Juy=7.1Hz
N(CH,CHs)s), 1.26 (t, 18H, 3Juy=7.2 Hz
N(CH2CHs3)s). -BC-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 141.6 (C-5), 102.7 (C-6), 95.6 (d, *Jcp = 6.5 Hz, C-1”), 88.3 (C-1°), 83.3
(d, ®Jcp = 9.1 Hz, C-4’), 73.8 (C-3’), 72.9 (C-3"), 72.78 (C-4”), 71.6 (d, *Jcp = 8.3 Hz,
C-2”), 69.6 (C-2’), 69.2 (C-5”), 64.9 (d, ?Jep =5.4 Hz, C-5), 60.3 (C-6"), 46.7
(N(CH2CHa)3), 8.2 (N(CH2CHs)s). -*'"P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.29 (d,
2Jpp = 21.3 Hz, Py), -12.93 (d, %Jpp = 20.2 Hz, Pg). - IR (ATR) v [cm™]: 3006, 2363,
1933, 1697, 1421, 1072, 934. - HRMS (FAB, m/z) C1sH24N2047P2: ber.: 566.0561,
gef.. 565.0476 [M-H]. - [al,,: +42° (c=0.3, H,0). -DC: R¢Wert (iPrOH/1M
NH4OAc 2:1v/v): 0.35.

Versuch 2.

Nach AAV 12.3 wurden 50.0mg (92.0 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 65.7 mg (0.184 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-
glucosyl-1-phosphat 147a getrocknet und unter Stickstoffatmosphare fur 48 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Danach wurde der Reaktionsgemisch nach AAV 13.3
aufgearbeitet und die Acetylschutzgruppen abgespalten. AnschlieRend wurde das
Reaktionsgemisch eingeengt und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit
Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 28.6 mg (43.7 mmol, 47%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 3.

Nach AVV 124 wurden 100mg (185 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2‘,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 135 mg (379 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-
glucosyl-1-phosphat 147a umgesetzt. Danach wurden Acetylschutzgruppen
abgespalten und das Reaktionsgemisch mit 141 U alkalischer Phosphatase versetzt.
Nach Entfernen des Ldésungsmittels wurde der Ruckstand saulenchromatographisch

an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 18.5 mg (23.6 umol, 13%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Synthese der Uridin-5’-diphospho--D-glucose 1b

Versuch 1.

Nach AVV 12.1 wurden 100 mg (174 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 184 mg (348 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-
glucosyl-1-phosphat 147b umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen
und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die NDP-Zucker
enthielten, mit 24 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Entfernen des LoOsungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 118 mg (151 umol, 87%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 7.95 (d, 5

1H, 3Jun = 8.1 Hz; H-5), 6.02-5.96 (m, 2H, 5 NH
3 o/ " o o o A

H-6, H-1"), 5.01 (t, 1H, °Juy = 8.1 Hz, H-1"), 4 s o i1 N
, , HO o 107l oY

4.41-4.35 (m, 2H, H-2’, H-3), 4.31-4.26 (m, | HO v W 2 L Lo,

1H, H-4’), 4.25-4.16 (m, 2H, H-5’ab), 3.90 @ ¥u of

2XHN(C2H5)3

(dd, 1H, 3Jun = 1.8 Hz, 2Jyy = 12.4 Hz, H-
67a), 3.70 (dd, 1H, 3Juy = 6.1 Hz, 2Jpn = 12.4 Hz, H-6”b), 3.57-3.49 (m, 2H, H-3”, H-
57), 3.43-3.34 (m, 2H, H-2", H-4"), 3.20 (q, 12H, *Juy = 7.3 Hz, N(CH,CHs)3), 1.28 (t,
18H, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CH3)3). -"*C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]: 141.7 (C-5),
102.8 (C-6), 98.0 (d, ?Jcp = 5.9 Hz, C-17), 88.3 (C-1’), 83.4 (d, 3Jcp = 9.5 Hz, C-4),
76.6 (C-5”), 75.3 (C-4”), 73.8 (C-3’), 73.7 (d, ®Jcp = 8.3 Hz, C-2”), 69.8 (C-3”), 69.6
(C-2)), 65.1 (d, %Jcp=5.8Hz, C-5), 60.9 (C-6”), 46.8 (N(CH,CHs);), 8.3
(N(CH2CHs)s). -*"P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.37 (d, %Jpp = 21.8 Hz, Py), -
13.08 (d, 2Jpp = 21.8 Hz, Pg). - IR (ATR) v[cm™]: 2361, 2190, 1906, 1680, 1229,
1070, 944. - HRMS (FAB, m/z) C15H24N2017P2: ber.: 566.0561, gef.: 565.0479 [M-HJ.
- [a]is: -34 ° (c = 0.3, H20). - DC: R-Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.41.
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Versuch 2.

Nach AAV 123 wurden 50.0mg (92.0 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 97.0 mg (184 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p3-
glucosyl-1-phosphat 147b getrocknet und unter Sticktoffatmosphare fur 48 h bei
Raumtemperatur  geruhrt. Nach  Aufarbeitung und  Abspaltung  der
Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet und

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 33.6 mg (43.6 umol, 48%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 3.

Nach AAV 12.3 wurden 50.0mg (92.0 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 146 mg (276 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-
glucosyl-1-phosphat 147b vorgetrocknet und unter Stickstoffatmosphare flir 48 h bei
Raumtemperatur  gerihrt. Nach Aufarbeitung und Abspaltung der
Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet und
saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 28.0 mg (36.8 umol, 40%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 4.

Nach AAV 12.3 wurden 200 mg (348 umol) nicht chromatographiertes 5“-
Methylsulfonyl-cycloSal-2,3-di-O-acetyluridinmonophosphates 120 und 368 mg
(696 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-glucosyl-1-phosphat 147b  getrocknet unter
Stickstoffatmosphare fur 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Aufarbeitung und
Abspaltung der Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet

und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 92.8 mg (0.118 mmol, 34%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 5.

Nach AAV 12.3 wurden 50.0 mg (87.0 umol) chromatographiertes 5“-Methylsulfonyl-
cycloSal-2,3-di-O-acetyluridinmonophosphat 120 und 92.0 mg (174 umol) 2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-B-glucosyl-1-phosphat 147b getrocknet unter Stickstoffatmosphare fir
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48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach Aufarbeitung und Abspaltung der
Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet und

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 41.0 mg (52.0 umol, 60%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 6.

Nach AVV 124 wurden 143 mg (264 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 280 mg (528 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-
glucosyl-1-phosphat 147b  umgesetzt. Danach wurden Acetylschutzgruppen
abgespalten und das Reaktionsgemisch mit 55 U alkalischer Phosphatase versetzt.
Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde der Rickstand saulenchromatographisch

an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 143 mg (182 umol, 69%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Synthese der Uridin-5’-diphospho-a-D-galactose 57a

Nach AVV 12.1 wurden 30.0 mg (52.0 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2,3'-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 92mg (174 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-
galactosyl-1-phosphat 148b umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen
und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die NDP-Zucker
enthielten, mit 4 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 28.4 mg (36.9 umol, 71%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-'H-NMR (400 MHz, D-0) & [ppm]: 7.97 (d, 1H, .

3Jun = 8.1 Hz; H-5), 6.01-5.96 (m, 2H, H-6, H- SKKNH

1'), 5.64 (dd, 1H, *Juy = 3.6 Hz, *Jpp = 7.2 Hz, "o ¢ o o

H-1"), 4.39-4.36 (m, 2H, H-2", H-3"), 4.31-4.27 0o No§

(m, 1H, H-4"), 4.26-4.21 (m, 2H, H-5'ab), 4.20- el ,
2xHN(CoHg); ©OH OH

4.05 (m, 1H, H-5"), 4.03 (d, 1H, 3Jun = 2.7 Hz;
H-4”), 3.92 (dd, 1H, 3Jun = 3.3 Hz, e = 10.26 Hz, H-3”), 3.81 (dt, 1H, Jpy = 3.2 Hz,
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*Jun = 10.6 Hz, H-2”), 3.77-3.70 (m, 2H, H-6"ab), 3.21 (q, 12H, %Jyu=7.3 Hz,
N(CH,CHs)s), 1.29 (t, 18H, 3Juu=7.3 Hz, N(CH.CHs)3). -"*C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 141.7 (C-5), 102.8 (C-6), 95.9 (d, Jcp = 6.8 Hz, C-1”), 88.4 (C-1’), 83.4
(d, *Jep = 9.2 Hz, C-4’), 73.8 (C-3"), 71.9 (C-5"), 69.8 (C-2'), 69.4 (C-3”), 69.2 (C-4"),
68.5 (d, °Jcp=8.3Hz, C-2”), 65.0 (d, %Jcp=5.4Hz, C-5), 61.1 (C-6”), 46.8
(N(CH2CHs)s), 8.3 (N(CH2CHs)s). -*'P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.22 (d,
2Jpp = 20.3 Hz, Py), -12.75 (d, %Jpp = 19.6 Hz, Pg). - IR (ATR) v [cm™]: 3243, 2983,
2498, 1679, 1460, 1390, 1226, 1069, 917. - HRMS (FAB, m/z) C15H24N2047P2: ber.:
566.0561, gef.: 668.1835 [M+Et;NH]". - [a]: +45° (c=0.18, H,0). -DC: R
Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.29.

Synthese der Uridin-5’-diphospho-f-D-galactose 57b

Versuch 1.

Nach AVV 12.1 wurden 50.0 mg (87.0 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 92 mg (174 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-
galactosyl-1-phosphat 148b umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen
und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die NDP-Zucker
enthielten, mit 4 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Entfernen des LoOsungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 55.0 mg (71.6 umol, 82%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 7.93 (d, 5

1H, 3Jun = 8.1 Hz; H-5), 6.00-5.92 (m, 2H, H-

6, H-1), 492 (t 1H, *Juy = 7.8 Hz, H-1"), 4% 2 N No

0~ 107 00— 5
4.38-4.34 (m, 2H, H-2’, H-3’), 4.28-4.23 (m, [TO72"=7"0 0o ~ 1 o,
1H, H-4"), 4.22-4.14 (m, 2H, H-5'ab), 3.88 (d, ® 0 on
3 2XHN(02H5)3

1H, °Juy=3.3Hz, H-4"), 3.79 (dd, 1H,

3Jun = 7.4 Hz, %Jyy = 10.8 Hz, H-67a), 3.73-3.65 (m, 2H, H-5”, H-6"b), 3.65 (t, 1H,

3Jun = 3.2 Hz, H-3”), 3.58 (dd, 1H, 3Jiy = 7.6 Hz, Juy = 10.0 Hz, H-27), 3.18 (q, 12H,

3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHa)3), 1.25 (t, 18H, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)s). -">*C-NMR

(101 MHz, D,0) & [ppm]: 141.6 (C-5), 102.7 (C-6), 98.5 (d, *Jcp = 6.2 Hz, C-1"), 88.2

(C-1’), 83.4 (d, 3Jcp = 10.1 Hz, C-4), 75.8 (C-5”), 73.7 (C-3’), 72.3 (C-3”), 71.2 (d,
-175 -




Experimenteller Teil

3Jcp = 8.6 Hz, C-2"), 69.8 (C-2’), 68.6 (C-4"), 65.0 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-5'), 61.2 (C-
6”), 46.7 (N(CH2CHs)3), 8.2 (N(CH,CHs)s). -*'P-NMR (162 MHz, D,0O) & [ppm]: -11.36
(d, 2Jpp = 20.7 Hz, Py), -12.98 (d, *Jpp = 20.8 Hz, Pg). - IR v [cm™]: 3235, 2691, 2499,
1680, 1460, 1388, 1227, 1035, 939. - HRMS (FAB, m/z) Cis5H24N207P2: ber.:
566.0561, gef.: 668.1833 [M+Et;NH]". - [a]5: 35.3° (c=0.17, H,0). -DC: Rr
Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.41.

Versuch 2.

Nach AAV 122 wurden 90.0mg (166 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 106 mg (199 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p3-
galactosyl-1-phosphat 148b bei 50 °C umgesetzt. Eine vollstandige Umsetzung des
Triesters wurde nach 3 Stunden beobachtet. Nach Entfernen des Losungsmittels
wurde der Rulckstand aufgearbeitet und die Acetylschutzgruppen mit einem
Triethylamin/Wasser/Methanol-Gemisch (1:3:7, v/v/v) abgespalten Danach wurde
das Reaktionsgemisch eingeengt und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel
mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 37.0 mg (48.1 umol, 29%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
Synthese der Uridin-5’-diphospho-a-D-mannose 52

Nach AVV 12.1 wurden 60.0 mg (104 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2,3'-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 110 mg (208 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-
mannosyl-1-phosphat 149 umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen
und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die NDP-Zucker
enthielten, mit 8 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 58.0 mg (75.5 umol, 72%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, D20) & [ppm]: 7.95 (d, 1H, *Juy = 8.1 Hz; H-5), 6.00-5.92 (m, 2H,

H-6, H-1"), 5.48 (dd, 1H, ®Jun = 1.8 Hz, Jpp = 7.9 Hz, H-17), 4.37-4.31 (m, 2H, H-2’,

H-3'), 4.28-4.23 (m, 1H, H-4), 4.21-4.13 (m, 2H, H-5'ab), 4.02 (dd, 1H, 3Juy = 2.2 Hz,

3Jun = 3.1 Hz, H-27), 3.89 (dd, 1H, 3Jun = 3.4 Hz, *Jun = 9.8 Hz, H-4"), 3.86-3.80 (m,
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2H, H-3”, 6”a), 3.77-3.71 (m, 1H, H-6"b), .
3.69-3.62 (m, 1H, H-5"), 3.18 (q, 12H, SKKNH
3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHs)3), 1.25 (t, 18H, > ¢ 6| N )\O
3Jun = 7.3 Hz, N(CHCHs)s). -"C-NMR oo P05

(101 MHz, D,0) & [ppm]: 141.7 (C-5), o & 4'3. ° A
102.7 (C-6), 96.5 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, C-1"), pmng, O ©

88.4 (C-1), 83.3 (d, *Jop=9.1Hz, C-4), 73.8 (C-3), 73.7 (C-3”), 70.3 (d,
*Jep = 8.9 Hz, C-2”), 69.9 (C-4”), 69.7 (C-2'), 66.5 (C-5"), 64.9 (d, °Jcp = 5.4 Hz, C-
5), 60.8 (C-6”), 46.7 (N(CH,CHs)s), 8.2 (N(CH2CHs);). -*'"P-NMR (162 MHz,
D,0) & [ppm]: -11.65 (d, 2Jpp = 20.9 Hz, Py), -13.94 (d, 2Jpp = 20.9 Hz, Py). - IR (ATR)
v [em™]: 3253, 2985, 2683, 2494, 1680, 1458, 1385, 1227, 1068, 1003, 931, 804. -
HRMS (FAB, m/z) CsH24N2047P2: ber.: 566.0561, gef.: 565.0480 [M-HI. - [a[,:
+16.5 ° (¢ = 0.2, H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/1M NH,OAc 2:1v/v): 0.55.

Synthese der Uridin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2"’-desoxy-a-D-glucose 7

Versuch 1.

Nach AVV 12.1 wurden 50.0 mg (87.0 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 109 mg (174 umol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-glucosyl-1-phosphat 150 umgesetzt. Nach Abspaltung der
Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die
NDP-Zucker enthielten, mit 6 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei
Raumtemperatur gertuhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand
saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 50.0 mg (66.1 umol, 76%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
-'TH-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 7.95 (d,

1H, %Jun = 8.1 Hz; H-5), 6.00-5.93 (m, 2H, 1 skaH
H-6, H-1)), 550 (dd, 1H, 3Jun=3.1Hz 7 ® N/I\O
3Jup = 7.1 Hz, H-1"), 4.39-4.33 (m, 2H, H-2, 096\0(;6\04.5 o
_1’ _ A’ - @ ' 2'
H-3'), 4.30-4.24 (m, 1H, H-4), 4.23-4.15 (m, O &

2H, H-5'ab), 3.98 (dt, 1H, *Jun =2.7 Hz, 3Juy = 10.5 Hz, H-2"), 3.92 (ddd, 1H,

*Jun = 2.2 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 3Juy =10.1 Hz, H-4"), 3.86 (dd, 1H, 3Juy =2.1 Hz,

2Jun = 12.4 Hz, H-67a), 3.83-3.77 (m, 2H, H-3”, H-6"b), 3.54 (t, 1H, *Juy = 9.6 Hz, H-
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57), 3.20 (q, 12H, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHs)3), 2.07 (s, 3H, COCHa), 1.27 (t, 18H,
3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)3). -"*C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]: 174.8 (COCHs3),
166.2 (C-2), 151.8 (C-4), 141.7 (C-5), 102.7 (C-6), 94.6 (d, °Jcp = 6.0 Hz, C-1”), 88.5
(C-1), 83.3 (d, °Jecp = 9.1 Hz, C-4’), 73.8 (C-2’), 73.1 (C-4”), 71.0 (C-3”), 69.7 (C-3"),
69.6 (C-57), 65.0 (d, “Jcp = 5.1 Hz, C-5), 60.4 (C-6"), 53.7 (d, *Jcp = 8.3 Hz, C-2"),
46.7 (N(CH2CHs)s), 22.1 (COCHs), 8.3 (N(CH.CHs)s). -*’P-NMR (162 MHz,
D,0) & [ppm]: -11.46 (d, 2Jpp = 22.0 Hz, Py), -13.16 (d, 2Jpp = 21.8 Hz, Pp). - IR (ATR)
v [ecm™]: 2986, 2362, 1653, 1433, 1110, 613. - HRMS (FAB, m/z) C17H27N3047P2:
ber.: 607.0827, gef.: 606.0728 [M-H]. - [a[,: +47° (c=0.3, H,0). -DC: Rs
Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.51.

Versuch 2.

Nach AAV 122 wurden 100mg (369 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 234 mg (443 umol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-glucosyl-1-phosphat 150 bei 50 °C umgesetzt. Eine vollstandige
Umsetzung des Triesters wurde nach 3 h beobachtet. Nach Aufarbeitung und
Abspaltung der Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet
und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Es konnte kein gewunschtes Produkt isoliert werden.

Versuch 3.

Nach AAV 12.3 wurden 50.0mg (92.0 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 116 mg (184 umol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-glucosyl-1-phosphat 150 vorgetrocknet und unter
Stickstoffatmosphare fur 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Aufarbeitung und
Abspaltung der Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet

und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 23.3 mg (35.8 mmol, 39%) eines farblosen kristallinen Feststoffes
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Synthese der Uridin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2’’-desoxy-a-D-galactose 177

Versuch 1.

Nach AVV 12.1 wurden 30.0 mg (52.0 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 66 mg (104 umol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-
2-desoxy-a-galactosyl-1-phosphat 151 umgesetzt. Nach  Abspaltung  der
Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die
NDP-Zucker enthielten, mit 4 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei
Raumtemperatur gertuhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand
saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 28.5 mg (43.5 umol, 84%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 7.96 (d, 1H,

6" oH

OH fe)

3Jun = 8.1 Hz; H-5), 5.99-5.96 (m, 2H, H-6, H- [a ] ngH
1

1), 5.54 (dd, 1H, 3Juu = 3.4 Hz, 3Jip = 7.2 Hz, O o) 8 L

H-1"), 4.39-4.36 (m, 2H, H-2', H-3), 4.30-4.26 98 % O e,

(m, 2H, H-4’, H-5'a), 4.25-4.23 (m, 1H, H-5'), ® N—rs
2xHN(C,Hg);  OH OH

4.22-4.18 (m, 2H, H-5", H-2”), 4.02 (m, 1H, H-
4”), 3.97 (dd, 1H, °Juy = 3.0 Hz, *Juyy = 10.8 Hz, H-3”), 3.79-3.73 (m, 2H, H-6"ab),
3.20 (q, 12H, 3Jun =7.3 Hz, N(CH2CHs)3), 2.09 (s, 3H, COCHs), 1.28 (t, 18H,
3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)3). -"*C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]: 175.0 (COCHs),
141.7 (C-5), 102.7 (C-6), 94.7 (d, %Jcp=6.6 Hz, C-17), 88.5 (C-1), 83.3 (d,
Jep = 8.8 Hz, C-4’), 73.8 (C-3’), 72.1 (C-5”), 69.7 (C-2’), 68.4 (C-4”), 67.7 (C-3"),
65.0 (d, %Jep=5.9Hz, C-5), 61.1 (C-6”), 49.8 (d, %Jep =8.1Hz, C-2”), 46.6
(N(CH2CHa)3), 22.2 (COCHs), 8.3 (N(CH2CHs)s). -*'P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]:
-11.25 (d, 2Jpp = 20.7 Hz, Py), -12.97 (d, %Jpp = 20.7 Hz, Pg). - IR (ATR) v [cm™]:
3414, 2934, 2491, 1684, 1639, 1575, 1533, 1472, 1399, 1251, 1090, 931. -
HRMS (FAB, m/z) C47H27N3047P2: ber.: 607.0827, gef.: 606.0745 [M-HJ. - [a[,:
+23 ° (c = 0.14, H,0). - DC: Ri-Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.3.

Versuch 2.

Nach AAV 122 wurden 258mg (0.477 mmol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-

acetyluridinmonophosphat 117 und 360 mg (0.572 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-

acetyl-2-desoxy-a-D-galactosyl-1-phosphat 151 bei 50 °C  umgesetzt. Eine
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vollstandige Umsetzung des Triesters wurde nach 3 h beobachtet. Nach
Aufarbeitung und Abspaltung der Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch
gefriergetrocknet und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als

Eluent gereinigt.

Ausbeute: 95 mg (0.117 mmol, 25%) eines farblosen kristallinen Feststoffes und
109 mg (0.135 mmol, 28%) des Produktes verunreinigt mit UMP.

Versuch 3.

Es wurden zwei Tage in Olpumpenvakuum und anschlieRend zwei Stunden in abs.
DMF  dber Molekularsieb 400mg (739 umol)  5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 558 mg (887 umol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-D-galactosyl-1-phosphat 151 vorgetrocknet. Anschlielliend wurde
Zuckerphosphat zum Triester Uber eine Stunde getropft und das Reaktionsgemisch
fur 40 Stunden bei 50°C geruhrt. Nach Aufarbeitung und Abspaltung der
Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet und

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 201 mg (248 umol, 34%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 4.

Nach AAV 123 wurden 37.0mg (69.0 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 77.0 mg (139 umol) 2-Acetamido-2-deoxy-a-D-
galactosyl-1-phosphat 179 umgesetzt. Nach Aufarbeitung und Abspaltung der
Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet und

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 22.5 mg (27.8 umol, 40%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

Versuch 5.

Nach AAV 12.3 wurden 50.0mg (92.0 umol) 5“-Nitro-cycloSal-2,3-di-O-
acetyluridinmonophosphat 117 und 116 mg (184 mmol) 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-
acetyl-2-desoxy-a-galactosyl-1-phosphat 151 vorgetrocknet und unter

Stickstoffatmosphare fur 48 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Aufarbeitung und
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Abspaltung der Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet
und saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 36.7 mg (56.5 umol, 61%) eines farblosen kristallinen Feststoffes

Synthese der Uridin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2’’-desoxy-a-D-lactose 8

Nach AVV 12.1 wurden 10.0 mg (17.4 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-2*,3‘-di-O-
acetyluridinmonophosphat 120 und 30.0 mg (32.9 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl--D-
galactopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-desoxy-D-glucopyranosyl-1-

phosphat 67a umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen und Abtrennen
des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die NDP-Zucker enthielten, mit 4 U
alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels wurde der Rickstand saulenchromatographisch an

RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 13.7 mg (15.7 umol, 90%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"TH-NMR (400 MHz, &

OH OH 0
D:0) 8 [ppm]:  8.03 (d, 1TH, [yl g fk

5 NH

3 — . _ _ HO 1
Jun=8.0 Hz; H-5), 6.03-5.96 | HO-ATPTHo > o N Py
(m, 2H, H-6, H-1"), 5.54 (dd, 1H, o005
3Jin = 3.0 Hz, %Jup = 6.8 Hz, H- T AN—
17), 4.49 (d, 1H, %Jun = 7.8 Hz; 2HN(CHg), O O

H-19%), 4.40-4.37 (m, 2H, H-2', H-3"), 4.36-4.27 (m, 2H, H-4‘, H-5'a), 4.25-4.18 (m,
1H, H-5'b), 4.09-4.01 (m, 2H, H-2*, H-5%"), 3.95-3.91 (m, 3H, H-4% H-6%ab), 3.87-
3.74 (m, 5H, H-3“, H-4", H-5", H-6"), 3.70 (dd, 1H, %Jun = 3.1 Hz, 3Juy = 9.9 Hz, H-
3%, 3.65-4.58 (m, 1H, H-2%%), 3.23 (q, 6H, %y = 7.3 Hz, N(CH,CHs), 2.10 (s, 3H,
COCHs), 1.31 (t, 9H, Uy = 7.2 Hz, N(CH,CHa)3). -"*C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]:
103.1 (C-19%), 102.5 (C-6), 94.3 (d, %Jcp = 6.4 Hz, C-1"), 88.8 (C-1’), 83.0 (d,
Jep = 9.8 Hz, C-4’), 78.3 (C-4"), 75.3 (C-5”), 74.0 (C-2’), 72.5 (C-3%"), 71.7 (C-5%),
70.9 (C-2%%"), 69.7 (C-3“), 69.1 (C-3'), 68.6 (C-4%%), 64.2 (C-5'), 60.9 (C-6"“), 59.6 (C-
6%, 53.1 (d, 3Jecp=9.9Hz, C-2”), 46.7 (N(CH,CHs);), 24.7 (COCHs), 8.2
(N(CH2CHa)3). -*'"P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.44 (d, %Jpp = 21.6 Hz, Py), -
13.19 (d, 2Jpp = 22.7 Hz, Pg). - IR (ATR) v [cm™]: 3224, 1668, 1556, 1456, 1380,
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1222, 1054, 921, 810. - HRMS (FAB, m/z) Cy3H3sN302,Py: ber.: 769.1355, gef.:
768.1257 [M-HJ. - [a[5,: +53 ° (c = 0.4, H,0). - DC: Ry-Wert (iPrOH/1M NH,OAc
2:1viv): 0.38

Synthese der Guanosin-5’-diphospho-3-D-galactose 186b

Nach AVV 12.1 wurden 50.0 mg (76.3 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N-acetyl-
2',3'-di-O-acetylguanosinmonophosphat 120 und 81.0 mg (153 umol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-B-D-galactosyl-1-phosphat 148b  umgesetzt. Nach Abspaltung der
Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die
NDP-Zucker enthielten, mit 6 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei
Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 41.0 mg (50.8 umol, 67%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.14 0
1H, H-8), 5. 1H, *d = 5.1 H

(Ss ’ 8); 5 95 (da 3 JHH 5 Zy OH 6"OH o o 8</ | )T

H-1'), 4.98 (t, 1H, *Juy = 7.3 Hz, H-17), 4'-%0/£,\ /,&\O N7 SN N
IO 5'

4.81-4.74 (m, 1H, H-2"), 4.59-4.51 (m, | > o % @ :0; "
® 4 ,

1H, H-3’), 4.41-4.34 (m, 1H, H-4’), 4.28- 2xHN(CaH), 3T [

4.19 (m, 2H, H-5'ab), 3.96-3.88 (m, 1H, H-4"), 3.86-3.79 (m, 1H, H-5"), 3.78-3.68 (m,
3H, H-3”, H-6"ab), 3.67-3.50 (m, 1H, H-2”), 3.20 (q, 12H, °*Jun=6.9 Hz,
N(CH,CHs)s), 1.29 (t, 18H, 3Juu=6.6 Hz, N(CH-CHs)3). -"*C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 158.9 (C-6), 153.9 (C-4), 1451 (C-8), 118.5 (C-5), 98.5 (d,
2Jep = 6.0 Hz, C-17), 86.8 (C-1’), 83.9 (d, *Jcp = 9.2 Hz, C-4’), 73.9 (C-2)), 73.6 (C-3”),
72.3 (C-3)), 71.3 (d, ®Jcp = 8.6 Hz, C-2”), 70.5 (C-4”), 68.6 (C-5”), 65.4 (C-5'), 61.2
(C-6”), 46.7 (N(CH2CHs)3), 8.2 (N(CH2CHs)s). -*'P-NMR (162 MHz, D;0) & [ppm]: -
11.27 (d, °Jpp = 20.4 Hz, P,,), -12.96 (d, *Jpp = 20.4 Hz, Py). - IR (ATR) v [cm™"]: 3139,
1721, 1691, 1637, 1599, 1476, 1397, 1227, 1032, 938. - HRMS (ESI, m/z)
C16H25N5016P2: ber.: 605.0782, gef.: 604.0685 [M-HJ. - [a s, : +14.8 ° (c = 0.1, H,0).
- DC: R-Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.40.

-182 -



Experimenteller Teil

Synthese der Guanosin-5’-diphospho-a-D-mannose 187

Nach AVV 12.1 wurden 50.0 mg (76.3 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N-acetyl-
2',3'-di-O-acetylguanosinmonophosphat 120 und 81.0 mg (153 umol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-a-D-mannosyl-1-phosphat 149  umgesetzt. Nach  Abspaltung der
Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die
NDP-Zucker enthielten, mit 6 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei
Raumtemperatur gertuhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 53.1 mg (65.8 umol, 86%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-'H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.11

(s, 1H, H-8), 5.93 (d, 1H, *Juy = 6.2 Hz, N I

H-1), 551 (dd, 1H, 3Jus=1.6Hz, o 8</NkaINH

3Jup = 7.7 Hz, H-17), 4.81-4.74 (m, 1H, }?04' " 1

H-2'), 451 (dd, 1H, 3Juy=3.6 Hz, o )\ o
2xHN(C2Hs)3s "OH  OH

*Jun = 5.0 Hz, H-3"), 4.37-4.34 (m, 1H,
H-4’), 4.21 (dd, 1H, *Jun = 4.1 Hz, 3Juy = 4.7 Hz, H-5'ab), 4.05 (dd, 1H, *Jun = 2.0 Hz,
3Jun = 3.0 Hz, H-2"), 3.92 (dd, 1H, 3Jun = 3.6 Hz, >Jun = 9.8 Hz, H-3”), 3.89-3.83 (m,
2H, H-5”, H-6"a), 3.78-3.72 (m, 1H, H-6"b), 3.68 (t, 1H, Uy = 10.0 Hz, H-4’), 3.19
(9, 12H, 3Jun = 6.9 Hz, N(CH,CHa)s3), 1.27 (t, 18H, Jun = 6.9 Hz, N(CH,CHs)s). -"*C-
NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]: 158.9 (C-6), 153.9 (C-4), 145.1 (C-8), 134.8 (C-2),
116.2 (C-5), 96.4 (d, Jcp = 5.5 Hz, C-1"), 86.8 (C-1’), 83.8 (d, *Jcp = 9.6 Hz, C-4),
73.7 (C-2), 73.6 (C-5”), 70.4 (C-3"), 70.3 (d, *Jcp = 9.1 Hz, C-2”), 69.8 (C-3"), 66.4
(C-4”), 653 (d, *Jep=5.6Hz, C-5), 60.8 (C-6"), 46.6 (N(CH,CHs)s;), 8.2
(N(CH2CHs)s). -*"P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.32 (d, %Jpp = 21.3 Hz, P,), -
12.97 (d, 2Jpp = 21.2 Hz, Pg). - IR (ATR) v[cm™]: 3116, 1686, 1603, 1533, 1477,
1398, 1227, 1067, 1005, 933. - HRMS (ESI, m/z) C1sH25N50+16P2: ber.: 605.0782,
gef.. 604.0687 [M-H]. - [aly: +3.5° (c=0.2, Hy0). -DC: RyWert (iPrOH/1M
NH4OAc 2:1v/v): 0.39.
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Synthese von Guanosin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2’’-desoxy-a-D-

glucose 188

Nach AVV 12.1 wurden 100 mg (156 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N-acetyl-
2',3'-di-O-acetylguanosinmonophosphat 120 und 181 mg (313 umol) 2-Acetamido-
Nach

Abspaltung der Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden

3,4,5-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 150 umgesetzt.
Fraktionen, die NDP-Zucker enthielten, mit 11 U alkalischer Phosphatase versetzt
und 16 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde
der Rickstand saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent

gereinigt.

Ausbeute: 77.2 mg (117 umol, 75%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

'H-NMR (400 MHz, D,0) 5 [ppmi: _
« OH
8.11 (s, 1H, H-8), 592 (d, 1H, » ¥ g y
; , Ho 4 ats
=61 Hz, HA), 551 (dd, 1H, [ HoAATS 0 0 e A
" —P__P< . 2
3 = 3.2 Hz, 3Jyp=7.2Hz, H-1"), Ac O% 04 O |
4.81-4.74 (m, 1H, H-2)), 4.51 (dd, 1H, o 3 o
2XHN(02H5)3 OH OH
*Jun =3.6 Hz, °Juy=5.0Hz, H-3),

4.36-4.33 (m, 1H, H-4’), 4.24-417 (m, 2H, H-5), 3.98 (dt, 1H, 3Juy = 2.8 Hz,
Jun = 10.5 Hz, H-2”), 3.95-3.90 (m, 1H, H-3”), 3.87-3.73 (m, 3H, H-5", H-6"), 3.53 (t,
1H, 3Juu = 9.6 Hz, H-4"), 3.19 (q, 12H, °Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)3), 2.09 (s, 3H,
COCHs), 1.27 (t, 18H, 3Jyy=7.3Hz, N(CH,CHs)). -"C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 174.7(COCHs), 158.9 (C-2), 153.9 (C-4), 137.1 (C-8), 116.7 (C-5), 94.5
(d, 2Jep = 6.3 Hz, C-17), 86.8 (C-1’), 83.7 (d, *Jcp = 9.1 Hz, C-4’), 73.5 (C-2’), 73.0 (C-
3”), 71.0 (C-5”), 70.4 (C-3’), 69.5 (C-4”), 65.3 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-5'), 60.3 (C-6"),
53.6 (d, %Jcp =8.4 Hz, C-27), 46.6 (N(CH,CHs)3), 8.2 (N(CHCHa)3). -*'P-NMR
(162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.3 (d, 2Jpp = 20.7 Hz, P,), -13.1 (d, 2Jpp = 20.1 Hz, Py). -
IR (ATR) v [em™: 3139, 1749, 1690, 1646, 1533, 1478, 1372, 1225, 1109, 1075,
921, 871, 811, 780. - HRMS (ESI, m/z) CigH2sNgO16P2: ber.: 646.1048, gef.:

645.0961 [M-H]. - [a[5,: -3.7 ° (c = 0.25, H,0). - DC: Re-Wert (iPrOH/1M NH,OAc
2:1viv): 0.38.
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Synthese von Guanosin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2’’-desoxy-a-D-

glalactose 189

Nach AVV 12.1 wurden 50 mg (76.0 pmol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N-acetyl-2*,3'
di-O-acetylguanosinmonophosphat 120 und 96.0 mg (153 umol) 2-Acetamido-3,4,5-
tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl-1-phosphat 151 umgesetzt. Nach
Abspaltung der Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden
Fraktionen, die NDP-Zucker enthielten, mit 6 U alkalischer Phosphatase versetzt und
16 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde der
Ruckstand saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent

gereinigt.

Ausbeute: 57.8 mg (68.2 umol, 89%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.11
on® oH 0

(s, 1H, H-8), 5.93 (d, 1H, *Jun =6.0Hz, |, s o N "
, 3 "o o s |
H-1), 554 (dd, 1H, S3Juu=3.5Hz, [HoN~ O ¢ WY

VA S R
3Jup = 7.2 Hz, H-17), 4.81-4.74 (m, 1H, Ac o "0 o
e e ¢ 1"

H-2)), 4.52 (dd, 1H, 3Juyy=3.6 Hz, NP N

*Jun = 5.1 Hz, H-3'), 4.37-4.32 (m, 1H, H-

4), 425 (t, 1H, °Juyy =3.1 Hz, H-2"), 4.24-419 (m, 2H, H-5ab), 4.16 (t, 1H,
3Jun = 6.4 Hz, H-5"), 3.99 (d, 1H, 3Jun = 2.9 Hz, H-4”), 3.93 (dd, 1H, 3Juy = 3.0 Hz,
3Jun = 10.8 Hz, H-3”), 3.76 (dd, 1H, 3Jun = 7.3 Hz, 3Jyn = 11.7 Hz, H-6"a), 3.71 (dd,
1H, 3Jun = 5.1 Hz, 3Jyn = 11.8 Hz, H-6'b"), 3.21 (q, 12H, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)s),
2.06 (s, 3H, COCHa), 1.28 (t, 18H, >Juy = 7.3 Hz, N(CH,CHa)3). -"*C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 174.9 (COCHs), 158.9 (C-6), 153.9 (C-4), 145.1 (C-8), 137.4 (C-2),
116.3 (C-5), 94.7 (d, Jcp = 6.3 Hz, C-17), 86.9 (C-1’), 83.7 (d, *Jop = 9.2 Hz, C-4),
73.5 (C-2’), 72.0 (C-57), 70.4 (C-3’), 68.3 (C-4”), 67.6 (C-3”), 65.3 (d, *Jcp = 5.5 Hz,
C-5)), 61.0 (C-6"), 49.7 (C-2’), 46.6 (N(CH,CHs)3), 8.2 (N(CH2CHs)3). -*'P-NMR
(162 MHz, D;0) & [ppm]: -11.31 (d, 2Jpp = 20.9 Hz, P,,), -12.96 (d, 2Jpp = 21.3 Hz, Py).
-IR (ATR) v [cm™]: 3256, 1744, 1688, 1650, 1533, 1477, 1369, 1213, 1046, 910. -

HRMS (ESI, m/z) CigHzsNeO16P2: ber.: 646.1048, gef.. 645.0954 [M-H]. - [a ]2,
+36.4 ° (c = 0.1, H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/1M NH;OAc 2:1v/v): 0.41.
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Synthese der 2’-Desoxyguanosin-5’-diphospho-B-D-glucose 180

Nach AAV 12.3 wurden 50.0 mg (86.4 umol) 5“-Nitro-cycloSal-N*-acetyl-3'-O-acetyl-
2'-desoxyguanosinmonophosphat 117 und 91.5mg (173 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-B-glucosyl-1-phosphat 147b vorgetrocknet und unter Stickstoffatmosphare flr
48 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach Aufarbeitung und Abspaltung der
Acetylschutzgruppen wurde das Reaktionsgemisch gefriergetrocknet und
saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 23.4 mg (29.6 umol, 39%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: o

8.10 (s, 1H, H-8), 6.34 (t, 1H, . N NH

3 ( ) ( ¢-62To o o© 8( | %i\

Ju=7.0Hz, H-19, 5.03 (t, 1H, o 1"O/£\o/£\o 5 NT SN NH,
HO / /

3Jun = 7.9 Hz, H-17), 4.80 (s, 1H, H- y Zon % % o,

3), 4.32-4.23 (m, 1H, H-4’), 4.22- 2XHNCHg), Jom 2

4.16 (m, 2H, H-5"), 3.91 (dd, 1H, 3Jyn = 1.5 Hz, 3Juy = 12.3 Hz, H-5"), 3.70 (dd, 1H,
3Jun = 6.0 Hz, ®Uhp = 12.5 Hz, H-4’), 3.59-3.48 (m, 2H, H-3“, H-6"a), 3.45-3.37 (m,
2H, H-2", H-6"b), 3.22 (q, 12H, *Jun = 7.3 Hz, HN(CH,CHs)3), 2.90-2.79 (m, 1H, H-
2'a), 2.53 (ddd, 1H, 2Juyn = 13.8 Hz, 3Juy = 6.2 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, H-2’b), 1.30 (t,
3Jun = 7.3 Hz, 18H, HN(CH,CHas)3). - *C-NMR (101 MHz, D,O) & [ppm]: 97.9 (d,
2Jep = 5.9 Hz, C-17), 85.6 (d, >Jcp = 9.5 Hz, C-4’), 83.7 (C-1’), 76.5 (C-3”), 75.2 (C-
3%, 73.7 (d, ®Jcp = 8.8 Hz, C-27), 71.5 (C-5*), 69.5 (C-4"),65.6 (d, *Jcp = 5.9 Hz, C-
5'), 60.8 (C-6“), 46.7 (HN(CH2CHs)s), 38.5 (C-2'); 8.2 (HN(CH,CHa)s). - *'P-NMR
(162 MHz, D20) & [ppm]: -11.23 (d, %Jpp = 20.2 Hz, Py), -13.08 (d, 2Jpp = 20.2 Hz, Py).
(ATR) v[cm™: 3203, 2985, 2706, 2497, 2364, 1654, 1437, 1047, 942, 838.
- HRMS (ESI, m/z) CigH2sNs015P2: ber.: 589.0833, gef.: 588.0750 [M-HJ. - [a[s,:
-18 ° (¢ = 0.14, H,0). - DC: R-Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.60.

Synthese der 2’-Desoxyguanosin-5’-diphospho-a-D-galactose 175

Nach AAV 12.3 wurden 50.0 mg (86.4 umol) 5“-Nitro-cycloSal-N*-acetyl-3‘-O-acetyl-
2'-desoxyguanosinmonophosphat 117 und 91.5mg (173 umol) 2,3,4,6-Tetra-O-

acetyl-a-galactosyl-1-phosphat 148a vorgetrocknet und unter Stickstoffatmosphare
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fur 48 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Aufarbeitung und Abspaltung der

Acetylschutzgruppen wurde das

Reaktionsgemisch

gefriergetrocknet

und

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.

Ausbeute: 19.8 mg (25.0 umol, 29%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.08 (s,
1H, H-8), 6.31 (t, 1H, 3Jyn = 7.1 Hz, H-1),
5.61 (dd, 1H, 3Jun = 3.5 Hz, Uy = 7.1 Hz,
H-17), 4.74 (d, 1H, 3Juny = 1.5 Hz, H-3),

OH

4"
HO

3

6OH

5" 0 4
)
" Il

" OH!.- P\O/ F\O 5
|-b O O

(C]
@

©

o)

e

)

N~ NHy

1

4.24-4.23 (m, 1H, H-4’), 4.15-4.11 (m, 3H, AHN(CoHe), SOH
H-5, H-57), 3.97 (d, 1H, %Jun=2.8Hz, H-47), 3.87 (dd, 1H, 3Juy=3.3 Hz
*Jun = 10.3 Hz, H-3”), 3.79-3.77 (m, 1H, C-2"), 3.76-3.68 (m, 2H, H-6"), 3.18 (q, 12H,
3Jun = 7.3Hz, N(CHCHs)3), 2.81 (ddd, 1H, Z2Jun=14.0Hz, 3Juy=7.5Hz,
3Jun = 6.3 Hz, H-2'a), 2.49 (ddd, 1H, ?Juy = 14.0 Hz, *Juy = 6.0 Hz, Uy = 3.5 Hz, H-
2'b), 1.27 (t, %Jun = 7.3 Hz, 18H, N(CHCHjs)s). -">*C-NMR (101 MHz, D,0) & [ppm]:
96.1 (d, 2Jep = 5.4 Hz, C-1"), 86.0 (d, >Jcp = 9.2 Hz, C-4’), 84.0 (C-1’), 72.2 (C-5"),
71.7 (C-3), 69.6 (C-4”), 69.4 (C-3”), 68.7 (d, %Jep=7.7 Hz, C-27), 65.1 (d,
°Jop=4.6Hz, C-5), 614 (C-6"), 47.0 (HN(CH,CHs);), 388 (C-2); 8.6
(HN(CH2CHs)3). -*'P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.39 (d, %Jpp = 22.7 Hz, Py), -
13.21 (d, 2Jpp = 22.7 Hz, P,). - IR (ATR) v [cm™]: 3414, 2359, 2340, 1772, 1700,
1696, 1684, 1635, 1617, 1237, 1081. - MS (ESI, m/z) CaHssN7045P2: ber.: 791.32,
gef.: 792.6 [M-HJ. - [a]%: -10 ° (c = 0.28, H,0). - DC: Ry-Wert (iPrOH/1M NH,OAc
2:1viv): 0.69.

Synthese der 2’-Desoxyguanosin-5’-diphospho-a-D-mannose 190

Nach AVV 12.1 wurden 30.0 mg (50.2 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N*acetyl-3'-
O-acetyl-2‘-desoxyguanosinmonophosphat 120 und 53.2mg (100 umol) 2,3,4,5-
Tetra-O-acetyl-a-D-mannosyl-1-phosphat 149 umgesetzt. Nach Abspaltung der
Acetylschutzgruppen und Abtrennen des Zuckerphosphates wurden Fraktionen, die
NDP-Zucker enthielten, mit 6 U alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei
Raumtemperatur gertuhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand

saulenchromatographisch an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.
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Ausbeute: 24.3 mg (30.5 umol, 61%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.12
(s, 1H, H-8), 5.33 (t, 1H, Uy = 7.0 Hz,
H-1’), 5.51 (d, 1H, %Juy = 7.8 Hz, H-17),
4.77-4.73 (m, 1H, H-3), 4.29-4.24 (m,
1H, H-4), 4.21-4.13 (m, 2H, H-5'ab),
4.07-4.04 (m, 1H, H-2"), 3.92 (dd, 1H,

D
—P.
0~ ™o 0
@)
C]

/
o}
S}

@
2XHN(CQH5)3

"
3'oH

*Jun = 2.6 Hz, Jyn = 9.8 Hz, H-3”), 4.89-4.83 (m, 2H, H-5”, H-6"a), 3.75 (dd, 1H,
3Jun = 4.8 Hz, 2Jup = 11.8 Hz, H-6"b), 3.68 (t, 1H, 3Juu = 10.1 Hz, H-4"), 3.20 (q,
12H, 3Jun = 6.9 Hz, N(CH2CHs)s), 2.83 (qi, 1H, *Jun = 7.1 Hz, H-2'a), 2.55-2.48 (m,
1H, H-2’b), 1.28 (t, 18H, 3Juy=6.9Hz, N(CH,CHs);). -"C-NMR (101 MHz,
D,0) & [ppm]: 96.5 (C-17), 85.7 (C-4’), 83.7 (C-1), 74.9 (C-57), 73.7 (C-3’), 71.4 (C-
2”), 69.8 (C-3"), 66.5 (C-4”), 62.9 (C-5), 60.8 (C-6”), 46.7 (N(CH,CHs)3), 38.4 (C-2"),
8.2 (N(CH2CHs)s). -*'P-NMR (162 MHz, D;0) & [ppm]: -11.23 (d, %Jpp = 19.4 Hz, P,),
-13.03 (d, %Jep = 19.4 Hz, Pp). - IR (ATR) v [cm™]: 3099, 2323, 1687, 1605, 1532,
1478, 1398, 1360, 1227, 1051, 1001, 930. - HRMS (ESI, m/z) C1gH2sNs015P2: ber.:
-DC: R«

589.0833, gef.. 588.0735 [M-HJ.
Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.36.

- [a]§36 :

+31.7°

(c=1.05, H,0).

Synthese von 2’-Desoxyguanosin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2’’-desoxy-a-D-

glucose 191

Nach AVV 12.1 wurden 30.0 mg (50.2 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N-acetyl-3'-

O-acetyl-2’-desoxyguanosinmonophosphat 120

Acetamido-3,4,5-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 150

gesetzt. Nach Abspaltung der

Zuckerphosphates wurden Fraktionen,

Acetylschutzgruppen
die NDP-Zucker

und

63.0 mg

enthielten,

(100 umol)

und Abtrennen

mit

2-

um-

des
6 U

alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach

Entfernen des Losungsmittels wurde der Ruckstand saulenchromatographisch an

RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.
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Experimenteller Teil

Ausbeute: 28.0 mg (33.6 umol, 67%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.

-"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.17

(s, 1H, H-8), 6.32 (d, 1H, “hw =66 Hz, | « Vs o Nf?\NH

H-1), 5.51-5.49 (m, 1H, H-1"), 4.75- HO%:E\ 4 s</N | N /*NHZ

470 (m, 1H, H-3'), 4.29-4.22 (m, 1H, sl 9ol

H-4'), 4.20-4.10 (m, 2H, H5'ab), 3.97 CC s 21'
2xHN(C,Hs); ~ OH

(d, 1H, 3Jun = 9.4 Hz, H-2"), 3.95-3.88
(m, 1H, H-4"), 3.87-3.82 (m, 2H, H-6"ab), 3.81-3.74 (m, 1H, H3”), 3.54 (t, 1H,
3Jun = 9.6 Hz, H5”), 3.21 (q, 12H, 3Juu =7.3 Hz, N(CH,CHs)s;), 2.84 (qi, 1H,
3Jun = 6.6 Hz, H-2'a), 2.52 (ddd, 1H, *Jun = 3.2 Hz, 3Jun = 5.9 Hz, 2Jhp = 13.9 Hz, H-
2’b), 2.04 (s, 3H, COCHs), 1.27 (t, 18H, >Juy = 7.3 Hz, N(CH,CHs)3). -"*C-NMR
(101 MHz, D,0) & [ppm]: 174.7 (COCHs), 158.9 (C-2), 153.8 (C-4), 137.1 (C-8),
116.7 (C-5), 94.5 (d, 2Jcp = 4.2 Hz, C-17), 85.5 (C-4’), 83.7 (C-1°), 73.0 (C-4”), 71.3
(C-3”), 70.9 (C-3), 69.5 (C-5"), 65.5 (d, 2Jcp = 4.2 Hz, C-5’), 60.3 (C-6"), 53.6 (d,
*Jep =4.6 Hz, C-2”), 46.7 (N(CH,CHs);), 38.5 (C-2), 22.0 (COCHj), 8.2
(N(CH2CHs)s). -*"P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.22 (d, %Jpp = 22.6 Hz, P,), -
12.91 (d, %Jpp = 22.6 Hz, Pg). - IR (ATR) v [cm™]: 3215, 2696, 2502, 1679, 1636,
1477, 1361, 1225, 1052, 919. - HRMS (ESI, m/z) C1gH2sNsO15P2: ber.: 630.1099,
gef.: 629.1003 [M-HJ. - [a]s: +35.5° (c =1.35, H,0). - DC: Ry-Wert (iPrOH/1M
NH4OAc 2:1v/v): 0.39.

Synthese von 2’-Desoxyguanosin-5’-diphospho-2’’-acetamido-2’’-desoxy-a-D-

glalactose 192

Nach AVV 12.1 wurden 30.0 mg (50.2 umol) 5“-Methylsulfonyl-cycloSal-N-acetyl-3'-

O-acetyl-2’-desoxyguanosinmonophosphat 120 und 63.0mg (104 umol) 2-

Acetamido-3,4,5-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl-1-phosphat 151
umgesetzt. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen und Abtrennen des
die NDP-Zucker 6U

alkalischer Phosphatase versetzt und 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Nach

Zuckerphosphates wurden Fraktionen, enthielten, mit

Entfernen des Losungsmittels wurde der Rickstand saulenchromatographisch an

RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt.
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Experimenteller Teil

Ausbeute: 31.0 mg (37.2 umol, 74%) eines farblosen kristallinen Feststoffes.
-'"H-NMR (400 MHz, D,0) & [ppm]: 8.10 — S
(s, 1H, H-8), 6.31 (d, 1H, *Juys = 6.8 Hz, H- 4..0'*%1" /kaNH
1), 553 (dd, 1H, Jw=32Hz X9 9 8<N | N/ANHZ
Jup = 5.5 Hz, H-1"), 4.80-4.70 (m, 1H, H- Ac 078 .

3’), 4.27-4.21 (m, 2H, H-4, H-2"), 4.20- TS want

4.13 (m, 3H, H-5'ab, H-5"), 4.02-3.97 (m, 1H, H-4”), 3.95-3.89 (m, 1H, H-3"), 3.80-
3.68 (m, 2H, H-6"ab), 3.19 (q, 12H, %Jun =7.2 Hz, N(CH,CHs)3), 2.84 (qi, 1H,
3Jun = 6.6 Hz, H-2'a), 2.52 (ddd, 1H, 3Jun = 3.2 Hz, *Jun = 5.7 Hz, 2y = 13.5 Hz, H-
2’b), 2.05 (s, 3H, COCHs), 1.27 (t, 18H, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH,CHs)3). -"*C-NMR
(101 MHz, D,0) & [ppm]: 174.9 (COCHs), 158.9 (C-6), 153.8 (C-4), 145.1 (C-8),
137.4 (C-2), 116.3 (C-5), 94.7 (d, “Jcp = 6.0 Hz, C-17), 85.6 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-4),
83.6 (C-1"), 72.0 (C-57), 71.3 (C-3’), 68.4 (C-4”), 67.6 (C-3”), 65.5 (d, *Jcp = 5.6 Hz,
C-5), 61.0 (C-6”), 49.7 (d, *Jcp = 8.0 Hz, C-2”), 46.6 (N(CH2CHs)3), 38.4 (C-2’), 8.2
(N(CH2CHa)3). -*'"P-NMR (162 MHz, D,0) & [ppm]: -11.27 (d, %Jpp = 20.1 Hz, P,), -
13.00 (d, 2Jpp = 20.1 Hz, Pg). - IR (ATR) v [cm™]: 3230, 2695, 2502, 1684, 1638,
1566, 1532, 1477, 1229, 1037, 982, 919. - HRMS (ESI, m/z) C1gH2sNsO15P2: ber.:
630.1099, gef.: 629.0999 [M-H]. - [als: +25.2° (c=1.45, H;0). -DC: R
Wert (iPrOH/1M NH4OAc 2:1v/v): 0.37.
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Gefahrstoffverzeichnis

8. GEFAHRSTOFFVERZEICHNIS

Das folgende Verzeichnis umfasst Verbindungen und Losemittel, mit denen wahrend
dieser Promotion gearbeitet wurde. Die Gefahrstoffe sind mit den jeweiligen
Gefahrensymbolen sowie P-Satzen und S-Satzen gekennzeichnet. Die Substanzen,
fur die keine Gefahreneinschatzung bekannt ist, sind als gefahrlich einzustufen. Es
ist zu vermeiden, sich oder eine andere Person mit diesen Substanzen zu

kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen.

Substanz GHS H-Satze P-Satze KMR
Acetanhydrid 02-05-07 226-302-314- 280-305/351/338-312
332
Aceton 02-07 225-319-336 210-305/351/338-
403/233
Acetonitril 02-07 319-332-312- 210-312-363
225-302
Acetylchlorid 02-05 314-325 210-310-
305/351/338-403
Ammoniak 04-05-06-09  331-400-314- 210-273-280-
(25%ige Losung) 221-280 305/351/338-310-403
Ammoniumacetat - - - -
Benzaldehyddimethyl- 07 302 -
acetal
Benzophenon 07-09 410-400-335- 273-305/351/338-
319-315 280-501
Benzylamin 05-07 314-312-302 280-305/351/338-310
5-Bromsalicylaldehyd - - - -
Calciumhydrid 02 260 370/378-402/404
Celite 08 371 260
Chloroform 07-08 302-315-351- 280 1B
373
3-Chlorperbenzoeséaure 02-07 242-315-319- 220-280-411
335
4-Cyanophenol 02 302-315-319- 280-305/351/338
335

2'‘Desoxyguanosin

Deuteriumoxid




Gefahrstoffverzeichnis

Dibenzyl-N,N- 07 315-319-335 280-305/351/338
diisopropylphosphoramidit
Dibenzylphosphat - - -
Dicyanoimidazol 07 302 260-262
Dichlormethan 08 351 281-308/313 2
Diethylether 02-07 224-302-336 210-240-403/235
Dimethylbarbitursaure 05-07 302-318 305/351/338-313
Dimethylformamid 02-07 225-315-319- 210-302/352- 1B
332 305/351/338
N,N-Dimethylformamid- 02-07 225-315-319- 210-302/352-
dimethylacetal 322 305/351/338
Dimethylsulfoxid - - -
1,4-Dioxan 02-07-08 225-319-335- 210-281- 2
351 305/351/338-308/313
DIPEA 02-05-06 225-301-314- 210-273-280-
412 305/351/338-
301/330/331
Essigsaure 02-05 226-314 280-301/330/331-
305/351/338
Ethanol 02 225 210
Ethylacetat 02-07 225-319-336 210-240-305/351/338
Galactose - - -
Galactosamin - - -
Glucose - - -
Glucosamin - - -
Guanosin - - -
Hexamethylentetramin 02-07 228-317 280-302/352
Hydraziniumacetat 07 315-319 302/352-305/351/338
lod 07-02 312-332-400 273-302/352
iso-Propanol 02-07 225-319-336 210-233-305/351/338
Kaliumhydroxid 05-07 290-302-314 280-301/330/331-
305/351/338
Kieselgel - - 260
Kupfer(l)cyanid 06-09 300/310/330-410 273-280-302/352-
304/340
Lactulose - - -
Mannose - - -
Methanol 02-06-08 225-301-311- 210-233-280-
331-370 302/352
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4-Methylmercaptophenol 07 225-313-319 305/351/338

Natriumchlorid - - -

Natriumborhydrid 02-05-06 260-301/311-314  280-301/330/331-
302/352-
305/351/338-402/404

Natriumhydrogen- - - -

carbonat

Natriumdihydrogen- - - -

phosphat

Natriumdisulfit 05-07 302-318 280-305/351/338-313

Natriumhydroxid 05 290-314 280-301/330/331-
305/351/338

Natriumsulfat - - -

5-Nitrosalicylaldehyd 07 302-315-319 302/352-305/351/338

para-Formaldehyd 02-07-08 228-302/332- 281-302/352-

315-317-319- 305/351/338-
335-351 308/313-304/340

Petrolether 50/70 02-07-09 225-304-336- 210-243-273-

411 301/310-331

Phenylboronsaure 07 315-319 302/352-305/351/338

Phosphortrichlorid 05-06-08 300/330-314-373 280-301/330/331-
304/340-305/351/338

Propionsaure 05 314 280-301/330/331-
305/351/338

Pyridin 02-07 225-302/312/332  210-233-302/352

Salzsaure 05-07 290-314-335 280-301/330/331-
305/351/338

Schwefelsaure 05 290-314 280-301/330/331-
309-310-305/351/338

Silbercarbonat 05 318 260-305/351/338-313

tert-Butyldimethylchlorsilan 02-05 228-314 210-280-
301/330/331-
305/351/338

Tetrahydrofuran 02-07 225-319-335 210-233-243-
305/351/338

Toluol 05-07-08 225-304-315- 210-301/310-331-

336-361-373 302/332

Triethylamin 02-05-07 225-302-312- 210-280-

314-332-335 301/330/331-

302/352-305/351/338
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Triethylamintrihydrofluorid 05-06 300/330-310-314 280-301/330/331-
302/352-304/340-
305/351/338-309-310

Trifluoressigsaure 05-07 314-332-412 271-273-
301/330/331-
305/351/338

Uridin - - -

Wasserstoffperoxid 05-07 302-318 280-313-305/351/338
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