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1 Einleitung

Die im allgemeinen Sprachgebrauch als ,Zucker bezeichneten Verbindungen der
Zusammensetzung CgH1,0¢ Ubernehmen in biologischen Systemen eine Vielzahl
von Funktionen. Daher verwundert es nicht, dass diese Verbindungsklasse
zunehmend an Bedeutung gewinnt und ihre chemische Synthese unausweichlich ist.
Aus diesem Grund stellt die erste Synthese eines Zuckers im Laboratorium, die dem
russischen Chemiker Aleksandr Michailovic Butlerov 1861 bei der Umsetzung von
Formaldehyd mit Calciumhydroxid gelang, einen Schliisselschritt auf dem Gebiet der

Chemie der Kohlenhydrate dar.™!

Grundgerust der RNA und DNA

OH

Gl — © ) Cellulose
yeogen HO S~

/ﬂ%

Glycopeptide Glycolipide

Starke Chitin

Oligo- und Polysaccharide

Abbildung 1: Beispiele der verschiedenen Vorkommen von Kohlenhydraten

Heutzutage bilden Kohlenhydrate neben Nucleinséduren, Proteinen und Lipiden eine
der vier Hauptklassen der Biomolekile. Kohlenhydrate erfiillen wichtige biologische
Funktionen und somit kann man sie als die eventuell bedeutungsvollste, vor allem

aber vielseitigste Klasse der Biomolekile bezeichnen.

In lebenden Organismen dienen sie beispielsweise als Energiequelle und
Energiespeicher, wie die Starke und das Glycogen. Zusatzlich findet man sie als
Stutzsubstanzen, wie die Cellulose und das Chitin sowie als Intermediate im
Metabolismus.”) Als Ribosen sind sie zudem ein Teil des Grundgeristes
der RNA und DNA. AulRerdem kommen sie sowohl in Verbindung mit
Peptiden - als Glycopeptide - wie auch mit Lipiden - als Glycolipide - vor und erftllen

hier wichtige Funktionen in entscheidenden biologischen Prozessen, wie zum

-1 -
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Beispiel der Antigen-Antikdrper-Reaktion und der Signaltransduktion.®* Des
Weiteren sind Kohlenhydrate Bestandteile von Zellwanden und spielen dort eine
wichtige Rolle in Erkennungsprozessen.”

Aufgrund des sehr breiten Aufgabenspektrums, welches die Kohlenhydrate erfillen,
bedarf es einer enormen strukturellen Vielfalt. Diese wird sowohl durch die Art der
Verknipfung der Monomere, wie auch kombinatorisch durch die Reihenfolge der
Zusammensetzung der verschiedenen Kohlenhydratbausteine zu Oligo- bzw.
Polysacchariden erzeugt. Dadurch verfiigt die Natur Uber ein grol3es Potenzial die

verschiedensten biologischen Informationen zu kodieren und weiterzugeben. !
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2 Kenntnisstand

2.1 Zuckernucleotide - Funktion und Vorkommen

In ihrer aktivierten Form liegen die Grundbausteine der Kohlenhydrate als so
genannte Zuckernucleotide vor. Dabei handelt es sich um Verbindungen, in denen
eine Pyranose Uber eine Phosphat- oder Pyrophosphat-Einheit mit einem Nucleosid
verbunden ist (Abbildung 2).

(0] (0]
I I Base
HO (0] O—IID O—I? (0] o
©0 Qo N
HO OH OH  OH(H)
OH n=0,1

Abbildung 2: Allgemeine Struktur eines Zuckernucleotides

In den meisten Fallen handelt es sich bei Zuckernucleotiden um
NucleosidDiPhosphat-Pyranosen (NDP-Pyranosen). Der Glycosylrest wird in diesen
durch die anomere Phosphatestergruppe fiir enzymatische Ubertragungsreaktionen
aktiviert. Der Nucleosidrest dient diesen Enzymen - meist Glycosyltransferasen - als
zusatzliches Erkennungsmerkmal fir die spezifische Umsetzung.

Die Glycosyltransferasen, die bei Saugetieren anzutreffenden sind, beschranken sich
im  Wesentlichen auf acht Zuckernucleotide: UDP-a-D-Glc, UDP-a-D-Gal,
UDP-a-D-GIcNAc, UDP-a-D-GalNAc, UDP-a-D-GIcUA, GDP-a-D-Man, GDP-f3-L-Fuc
und CMP-B-D-NeuSAc.[S] Diese aktivierten Monosaccharide erftillen zwei, flr den
aufbauenden Stoffwechsel essentielle Funktionen: Zum einen sind sie an der
Biosynthese von Desoxyzuckern, Aminodesoxyzuckern, verzweigt-kettigen Zuckern
und Harnsauren beteiligt. Zum anderen stellen NDP-Zucker die entscheidenden
Bausteine zur Biosynthese von Oligo- und Polysacchariden dar.!”

Die Glycogenbiosynthese (Abbildung 3), ist ein Beispiel fir die Entstehungsweise der
Oligo- und Polysaccharide unter der Beteiligung der NDP-Pyranosen als
Schlusselsubstanzen. Sie ist insbesondere vom argentinischen Biochemiker
Luis F. Leloir untersucht und aufgeklart worden. Der erste, 1948 von Leloir entdeckte

,aktivierte Zucker* dieses Typs war Uridindiphosphat-a-D-Glucose 1.
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Abbildung 3: Glycogenbiosynthese

Zum Aufbau einer glycosidischen Bindung muss Glucose 2 durch die Glucokinase
unter Verbrauch von ATP phosphoryliert werden. Der Phosphatrest befindet sich
dabei zunéchst in der 6-Position und wird mit Hilfe der Phosphoglucomutase in die
1-Position umgelagert. Anschlie3end bildet sich aus dem Glucose-Phosphat 3 und
Uridintriphosphat 4 unter katalytischer Hilfe von UDP-Glucose-Pyrophosphorylase
und unter Freisetzung von Pyrophosphat Uridindiphosphat-a-D-Glucose 1. Die
Triebkraft dieser Reaktionskette ist die irreversible Spaltung des freigesetzten
Pyrophosphats durch die Pyrophosphatase. Das entstandene Zuckernucleotid dient
letztlich als aktivierter Glycosyldonor, der die Glycosyleinheit mit Hilfe der
Glycosyltransferase - hier der UDP-Glycogensynthase - auf die wachsende
Glycogenkette Ubertragt, wobei die Bildung der neuen glycosidischen Bindung

katalysiert wird."!




- Kenntnisstand -

Auf einem der eben beschriebenen Glycogenbiosynthese analogem Weg erfolgt die
Synthese von Lipopolysacchariden, welche zu den Hauptbestandteilen der auf3eren

Zellmembran gramnegativer Bakterien gehdren (Abbildung 4).

Porin-Protein

|/ Lipo-Protein

Lipopolysaccharide

(LPS) AuRere Membran

Periplasma

Peptidoglycane { - & o & . i’ | Innere Membran

Transport-Protein

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zellwand eines gramnegativen Bakteriums™”

Die Lipopolysaccharide bestehen aus einem hydrophoben Anteil (Lipid A) und einer
hydrophilen Kohlenhydratkomponente, die sich in eine Kernregion und das
O-Antigen unterteilen lasst (Abbildung 5).*" Das polymere O-Antigen stellt einen
hochvariablen Teil dar, welcher 3-20 Hexoseeinheiten aus D-Galactose 5,
D-Mannose 6, und D-Rhamnose 7 enthalt und spezifisch fir eine bestimmte Spezies
von Bakterien ist. Das O-Antigen bestimmt zudem die Oberflacheneigenschaften und
die Immunigitdt des Bakteriums. Die Kernregion beinhaltet den strukturell
konservativen Teil. Als Zuckerbausteine findet man in der inneren Kernregion
Glucosamin 8 und verschiedene Heptosen. In der auf3eren Kernregion werden
hingegen D-Glucose 2, D-Galactose 5 und N-Acetyl-Glucosamin 9 gefunden.

Zum Aufbau dieser Kernregion werden Oligosaccharidketten bendtigt, die mit Hilfe
von Zuckernucleotiden und Glycosyltransferasen - auf analoge Weise wie fir

Glycogen zuvor dargestellt - aufgebaut werden.

Zuckersequenzen

auRere innere I |

Il
O-Antigen Kernregion I Lipid A

Polysaccharid

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Lipopolysaccharides
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Eine Aktivierung als NucleosidMonoPhosphat-Pyranose (NMP-Pyranose) erfolgt im
Allgemeinen  bei  3-Desoxy-2-Glyculosonaten, wie  Sialinsdure-verkntpften
Verbindungen. Als wichtigster Vertreter sei hier die CMP-N-Acetylneuraminsaure 10
genannt (Abbildung 6), deren Glycon-Rest in jeder Spezies zu finden ist.
CMP-Neu5Ac 10 stellt die einzige naturliche Verbindung einer Sialinsdure dar, die
als pB-Anomer vorliegt, wodurch sie im Organismus vor dem Abbau durch

a-spezifische Sialidasen geschitzt ist.'

NH,
N
N
Q L
P o}
N N
Ho_ ,OH O 0o O
o
HOH 0-7~COOH
o)
T HO OH OH
10

Abbildung 6: CMP-N-Acetylneuraminsaure 10

Da Sialinsauren in héheren Tieren und einigen Mikroorganismen haufig als terminale
Kohlenhydrate in Glycokonjugaten vorkommen und hier entscheidende biologische
Funktionen erflllen, stellt CMP-Neu5Ac 10 als aktivierter Sialinsauredonor, ein
besonders interessantes Zielmolekiil fir pharmakologische Studien dar.**'¥ Die
Gruppe der Sialinsduren besteht aus einer Vielzahl von N- bzw. O-acylierten
Derivaten der Neuraminsaure, welches alle acide Aminozucker mit einem
Grundgeriist aus neun Kohlenstoffatomen sind.™ Modifikationsméglichkeiten
ergeben sich zum einen durch die Wahl des sich an der Aminofunktion befindenden
Restes (Abbildung 7). Hier ist neben dem gebrauchlichen Acetyl-Rest (11) auch
haufig ein Glycolyl-Rest (12) zu finden, der in S&augetieren, allerdings nicht im
Menschen, anzutreffen ist. Zum anderen wird die ebenfalls in der 9-Position

acetylierte Form (13) der Neu5Ac gefunden.

OH OH OH
HO 0—7 ~COOH
OH OH OH OyN HO
7/ 0.0 OH OH
HOu N-Acetylneuraminsaure 11 T
H o) COOH y! HOm o COOH
© N HO o H
HO
T, T
N-Glycolylneuraminsaure 12 N,90-Diacetylneuraminsaure 13

Abbildung 7: Die wichtigsten Derivate der Neuraminsaure

-6 -
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Da die terminale Position der Sialinsduren in Glycokonjugaten sie zu einem wichtigen
Liganden fur Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen macht, beruht die hohe
Diversitat ~ wahrscheinlich auf der erforderlichen Spezifitat dieser
Erkennungsprozesse (Abbildung 8).1**

Sialinsaurehaltige Glycokonjugate sind daher an einer Reihe von fundamentalen
physiologischen und pathologischen Vorgangen von entscheidender Bedeutung.
Beispielsweise seien die Zell-Zell-Erkennung, die Embryogenese, die Organbildung
und die Immunabwehr genannt. AuRerdem spielen sie bei Entziindungsprozessen

oder auch beim Eindringen von Pathogenen eine groRe Rolle.!

Free glycan

© Glc 000
bl a FEETE
© Man B ° i ¢ a8
B GlcNAc 3 [« TN i
GalNAc RS ®s 3 B
o S A
A Fuc Oglvean 8. ool o N
P Bs ITE Ser/ THT e AST wt?
ia
n g u«u Secreted glycoprotein
Gl hingolipid g ;
ycosp [ ;
o AR N-glycan ©
) Ser/ T e AS 11 em?

Extracellular

Membrane
glycoprotein

Intracellular

Abbildung 8: Sialinsauren als terminale Kohlenhydrate auf der Zelloberflache™”
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2.2 Synthese der Zuckernucleotide
2.2.1 Synthese von Nucleosid DiPhosphat-Pyranosen (N DP-Pyranosen)

Die  NucleosidDiPhosphat-Pyranosen  (NDP-Pyranosen) sind  Uber eine
Pyrophosphat-Einheit verknlUpft. Vertreter dieser Substanzklasse sind sowohl
natdrlich vorkommende, wie auch analoge Verbindungen, die Modifikationen an der
Pyranose, am Nucleosid oder der Pyrophosphat-Briicke aufweisen kdnnen.

2.2.1.1 Enzymatische Synthesen
Die Vorteile enzymatischer Synthesen der NDP-Pyranosen sind neben dem Verzicht

auf Schutzgruppen die hohe Regio- und Stereospezifitdt der Reaktion.

Eine enzymatische Synthese zur Darstellung von NDP-Zuckern wurde von
Thiem et al. beschrieben.’® Fir die Synthese von GDP-B-L-Fucose 14 wird
B-L-Fucose 15 hierbei durch die Fucose-Kinase unter Verbrauch von ATP in
L-Fucose-B-Phosphat 16 Uberfihrt. Das bei dieser Reaktion entstehende ADP,
welches die Kinase inhibiert, kann mit Phosphoenolpyruvat zu ATP regeneriert
werden. Durch die GDP-Fucose-Pyrophosphorylase wird Fucose-Phosphat 15 in

einer zweiten enzymatischen Reaktion zu GDP-B-L-Fucose 14 umgesetzt.

. GDP-Fucose
0O OH Fucose-Kinase O OPO;2  Pyrophosphorylase O OGDP
OH OH OH

OH R OH / \‘ OH
OH OH OH

15 ATP  ADP 16 GTP PP 14

>—<Dyruvatkinase anorg. Pyro- ‘
phosphatase 2P

Pyruvat PEP

Abbildung 9: Enzymatische Synthese nach Thiem et al.

Ein grol3er Nachteil enzymatischer Synthesen besteht allerdings in der begrenzten
Verfluigbarkeit der Enzyme durch Isolierung aus natirlichen Quellen oder durch
Klonierung.**?% zZudem verhindert der Mangel an einer generell anwendbaren
enzymatischen Synthesemdoglichkeit, besonders in Bezug auf nicht natlrliche
Donorsubstrate, den Fortschritt dieser Methode.*!

Fur eine generell anwendbare Darstellung von NDP-Zuckern sind daher chemische

Synthesen unumganglich.
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2.2.1.2 Chemische Synthesen

Die Darstellung der Nucleosiddiphosphat-Pyranosen ist grundsatzlich auf zwel
verschiedenen Wegen maoglich, wobei in beiden Féllen eine Aktivierung einer der
beiden Bausteine erfolgen muss.

Zum einen kann durch Aktivierung der Pyranose (Abbildung 10, Route A, links) und
anschlieBender Umsetzung mit einem Nucleosiddiphosphat die NDP-Pyranose
entstehen. Hierbei wird die Bindung der anomeren Position der Pyranose neu
gebildet, wodurch die Bildung anomerenreiner Produkte erschwert ist.

Zum anderen ist die Darstellung der gewtinschten Verbindung durch Aktivierung des
Nucleotides moglich. Hierbei erfolgt die Aktivierung zum Beispiel als
Nucleosidphosphormorpholidat, -amidat!®?, -anhydrid>®! oder -ester®. Dieser folgt
ein nucleophiler Angriff eines Pyranose-Phosphats, wobei die Diphosphat-Bindung
entsteht (Abbildung 10, Route B, rechts).
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Abbildung 10: Wege zur Darstellung der Nucleosiddiphosphat-Pyranosen

Sowohl fur die Route A, wie auch fir die Route B gibt es zahlreiche bereits
publizierte Ansatze von verschiedenen Arbeitsgruppen. Im Folgenden seien

allerdings nur die bedeutendsten Ansatze auszugsweise beschrieben.
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Synthesen von NDP-Pyranosen durch Aktivierung der P yranose
Die bekannteste Synthesestrategie zur Darstellung von NDP-Pyranosen durch

Aktivierung der Pyranose ist die NDP-Halogenose-Methode nach Hindsgaul et al.l*®

OH
OBn i) C,0,Br,, DMF, 30 min, Rt $/0 o O
ii) NDP (nBug), CH,Cl,, 2-5 h, Rt HO ‘/A«L . Base
Q/O iiiy Hy, Pd/C, MeOH, 3-6 h, Rt 07"~ Mo
BnO v, o, O o
OH
17 OH OH(H)

Abbildung 11: NDP-Halogenose-Methode nach Hindsgaul et al.

Hierbei wird ein Monosaccharid am anomeren Zentrum halogeniert, wodurch es
gegenuber nucleophiler Angriffe der Nucleosiddiphosphate aktiviert ist. Diese
Per-O-benzylglycopyranosylbromide werden aus dem reduzierenden Zucker 17 mit
Hilfe von Oxalylbromid in DMF dargestellt und anschlie3end in Dichlormethan mit
den jeweiligen Nucleosiddiphosphaten, welche als Tetra-n-butylammoniumsalze
vorliegen, umgesetzt (Abbildung 11). Die benzylierten Produkte lassen sich nach der
Kupplung ohne Zersetzung an Kieselgel reinigen und anschlieend durch
katalytische Hydrierung entschitzen. Die Umsetzung zu den entsprechenden
Zuckernucleotiden bendtigt zwar nur wenige Stunden, jedoch sind die Ausbeuten mit
10-30% nur moderat. AulRerdem besteht bei dieser Methode keine Mdglichkeit zur
Stereokontrolle am anomeren Zentrum, sodass man die Nucleosiddiphosphatzucker
als untrennbare a/B-Gemische erhalt, wobei dieses Verhaltnis abhangig vom
gewahlten pH-Wert der Reaktion ist. Die Anomerenverhéltnisse liegen dabei
zwischen 1:1-1:3 (a/), wobei die Bildung des a-Anomers bei niedrigerem pH-Wert

bevorzugt ist.

Eine Weiterentwicklung dieser Methode wurde von Jakeman et al. publiziert.?®
Dabei wurden Acetyl- bzw. Benzoyl-Schutzgruppen statt der urspringlichen
Benzyl-Schutzgruppen zur Nutzung des Nachbargruppeneffektes verwendet, um

anomerenreine Zielverbindungen zu erhalten (Abbildung 12).

Loac OA%/@ i) NDP, Et;N, MeCN OHon
AcO -O Aco/ﬁﬁ/o ii) MeOH, H,0, Et3N (2:2:1) HO -Q
AcO AcO - HO

Br NDP

Abbildung 12: Stereoselektive Synthese von NDP-a-D-Mannose nach Jakeman et al.

-10 -



- Kenntnisstand -

Dadurch gelang es, die vier Zuckernucleotide UDP-a-D-Man, GDP-a-D-Man,
UDP-B-L-Fuc, GDP-B-L-Fuc in ebenso lediglich moderaten Ausbeuten bis zu 38%
darzustellen. Zwar ist die Stereokontrolle durch den Nachbargruppeneffekt von
Vorteil, dennoch ist dieses kein allgemeingultiger Ansatz zur Darstellung
anomerenreiner NDP-Pyranosen, da auf diesem Wege einzig die
1,2-trans-konfigurierten Produkte erhalten werden kdnnen.

Eine Aktivierung der Pyranose ist nicht ausschlief3lich durch halogenierte Zucker zu
erreichen. Klaffke et al. verwendeten 1,2-Anhydrozucker 18 zur Umsetzung mit
Nucleosiddiphosphaten.?”? Auf diesem Wege konnten fiir die noch geschiitzten
NDP-Pyranosen zwar relativ gute Ausbeuten im Bereich von 40-60% erzielt werden,
allerdings wurden auch hier lediglich Anomerengemische erhalten, die wenig bis

keine Stereoselektivitat (5:3-1:1 (a/f3)) aufwiesen.

OBn (o)
OBn o
BnO o o [ H
BnO Q  UDPZ -2 BuyN*, CH.Cl, 20 h, Rt BnO ~ nor N&O
BnO O'\\O/(ID\O
18 ° Os % Lo
ZBU4N+
OH OH

Abbildung 13: Verwendung von 1,2-Anhydrozuckern nach Klaffke et al.

Eine alternative Synthesestrategie stellt die Methode nach Ferriéres et al. dar.?®
Hierbei wird eine Furanose 19 mit Mercaptobenzimidazol aktiviert und anschlie3end
ungeschitzt mit einem Nucleosiddiphosphat in DMF umgesetzt (Abbildung 14). Die
Ausbeuten sind mit bis zu 37% allerdings ebenfalls nicht ausreichend. AuRerdem

besteht bei dieser Methode ebenso keine Kontrolle der Stereochemie am anomeren

Zentrum.

~ HO O (o]

HO s” N ‘ -0 [ I
o} NDP, DMF, 8-60 min, -10 - 0 T _P__P_ Base

> oO/ (0] Q/a (6]
OH e o
OH 21-37 % OH
OH R

R R= CH,OH, H, CH,F, CHg OH OH(H)

Abbildung 14: Die Mercaptobenzimidazol-Methode
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Aus diesen Beispielen lasst sich also erkennen, dass die Route A zwar generell
geeignet ist, um NDP-Pyranosen darzustellen, die Ausbeuten jedoch meist nur
moderat sind. Die Problematik der Stereokontrolle kann nur in einigen wenigen
Fallen umgangen werden, womit eine allgemeingiltige und vor allem flexible

Anwendung ausscheidet.

Synthesen von NDP-Pyranosen durch Aktivierung des N ucleotides

Bei der Darstellung von NDP-Pyranosen durch Aktivierung des Nucleotides handelt
es sich um eine Kondensation zweier Monophosphatbausteine unter Bildung der
Pyrophosphat-Bindung. Daher ist es mdglich, das Zuckerphosphat anomerenrein

einzusetzen und somit ein anomerenreines Produkt zu erhalten.

Die im Generellen angewendete und weitverbreitete Synthese von NDP-Pyranosen
nach Moffat und Khorana nutzt Nucleosidphosphormorpholidate als aktivierten
Baustein.”>? Dabei wird das jeweilige Nucleosid-5-phosphormorpholidat 20,
welches als N,N’-Dicyclohexyl-carboxamidinium-Salz  vorliegt, mit einem
ungeschitzten Pyranosyl-Phosphat zur gewilnschten NDP-Pyranose umgesetzt
(Abbildung 15).

o
T

)
HO "% O oH

o)
Il:l’
— I}
N o B P \A/o
/ “OH v
_J % Lo OH HO™ v Q‘ 0 E
50  OH OH(H) Pyridin, 2-9d, Rt Sl ge Base

H H
Dﬂ\' Y N OH OH(H)
N
)

Abbildung 15: Phosphormorpholidat-Methode nach Moffat und Khorana

Die Reaktionszeiten dieser Methode sind mit mehreren Tagen sehr lang und die
Ausbeuten wieder nur moderat, was mit Nebenreaktionen oder hydrolytischer
Spaltung des bereits entstandenen NDP-Zuckers zu erklaren ist. Allerdings konnten
auf diesem Weg schon zahlreiche Zuckernucleotide dargestellt werden.*” Ebenso ist
diese Syntheseroute auch fur Modifikationen geeignet, so dass keine Beschrankung

auf natdrliche Zuckernucleotide vorliegt.
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Zur Steigerung der Ausbeuten wurde lange Zeit nach einem geeigneten Katalysator
gesucht, der zwar die Reaktionszeiten verkirzen, aber auch das recht instabile
Produkt intakt lassen sollte. Dieses gelang Wittmann und Wong durch die
Verwendung von 1H-Tetrazol, welches sowohl als Bronstedt-Saure, wie auch als
Nucleophil agieren kann, was ausschlaggebend fir die katalytische Wirkung zu sein
scheint. Hierbei lie3 sich die Reaktionszeit auf 1-2 Tage verkiirzen.B®! Allerdings
konnte dieses Ergebnis in Experimenten unserer Arbeitsgruppe nicht reproduziert

werden.?33

Eine weitere Methode, bei der das Nucleotid als Phosphoramidit 21 aktiviert wird,
wurde von van der Marel et al. beschrieben.*4 Hierbei wird ein anomerenreines
Pyranosyl-Phosphat mit dem Phosphoramidit 21, unter Verwendung von
Dicyanoimidazol als Aktivierungsreagenz, gekuppelt. Nach erfolgter Kupplung wird
mit Hilfe von tert-Butylhydroperoxid zum Phosphat oxidiert. Diese Oxidation stellt
einen erheblichen Nachteil fur die allgemeine Anwendbarkeit dar, denn der Einsatz
oxidationsempfindlicher unnatirlicher Pyranosen ist nicht mdglich. Auf diesem Weg
konnten drei Zuckernucleotide mit guten Ausbeuten von 63%, 71% und 73%
dargestellt werden.

tlBu

.Si—~
tBu '\OO o)
R (@)
1]
L\ o

P
o° !l 0@
N Ca HO o)
! Base 1. DCI, MeCN, 30 min, Rt su,N®  HO
o-P~o 2. tBUOOH, 30 min, Rt 4 R o ©
o 3. Deblockierung AcHN ||:>| l':;
. 07/ N0 \O Base
NC OAc OAc O Op o
21
OH OH

Abbildung 16: Methode nach van der Marel et al.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass unter den hier beschriebenen
Methoden keine generell anwendbare Synthesestrategie zur Darstellung von
NDP-Pyranosen existiert, die einen effizienten Zugang zu diesen Verbindungen
gewahrleistet, der zuverlassig in Bezug auf Stereochemie und Ausbeute ist sowie

einen Zugang zu modifizierten Derivaten liefert.
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2.2.2 Synthese von Nucleosid MonoPhosphat-Pyranosen (N MP-Pyranosen)

Bei den NucleosidMonoPhosphat-Pyranosen (NMP-Pyranosen) ist die Pyranose
lediglich Uber ein Phosphat mit dem Nucleosid verbunden. Der populérste Vertreter
dieser Verbindungsklasse ist die CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 als aktivierter
Sialinsauredonor.!3>3¢

An dieser Stelle werden nur Beispiele zur Darstellung der CMP-Neu5Ac 10 als

Reprasentant fir NMP-Pyranosen aufgefuhrt.

2.2.2.1 Enzymatische Synthesen

Die Synthese von CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 erfolgte zuerst enzymatisch nach
Kean et al., durch die CMP-Neu5Ac-Synthetase, welche den nucleophilen Angriff der
anomeren Hydroxygruppe von [B-Neu5Ac 22 auf das a-Phosphat von CTP in
Gegenwart von Mg?* oder Mn?*-lonen katalysiert.?”*® Durch die zugesetzte
Pyrophosphorylase erfolgt eine irreversible Spaltung des freigesetzten
Pyrophosphates, worin die Triebkraft der Reaktion liegt (Abbildung 17).

NH,
N
0 N
M | /k
P o]
OH OH o_ ,OH N N
HO CMP-Neu5Ac-Synthetase H Ho S o
7 11
HO™ 0~/ COOH 7N i 0-7~c0o0®
N o_N
OT HO CTP PP, T HO OH OH
22 10

Pyrophosphatase
2P

Abbildung 17: Enzymatische Synthese nach Kean et al.

Optimierungen dieser Synthese ergaben gute Ausbeuten und lieferten

CMP-N-Acetylneuraminséure 10 im GrammaRstab.?%*

Auf enzymatischem Weg konnten zwar schon einige an der Aminofunktion der
Neuraminsdure modifizierte Derivate dargestellt werden, allerdings liegen auch bei
dieser enzymatischen Synthese die Nachteile in der begrenzten Bioverflugbarkeit der

Enzyme und ihrer hohen Substratspezifitat.**!
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2.2.2.2 Chemische Synthesen

Nachfolgend werden zwei Ansatze zur chemischen Synthese von
CMP-N-Acetylneuraminséure 10 vorgestellt, die auch auf analoge Verbindungen
Ubertragbar sind. Bei diesen beiden Ansatzen handelt es sich, wie zuvor fur die
NDP-Pyranosen beschrieben (siehe Abschnitt 2.2.1.2, Seite 9), um Synthesen, die
entweder nach der Route A (Aktivierung der Pyranose) oder nach der Route B

(Aktivierung des Nucleotides) verlaufen.

Synthese von CMP- N-Acetylneuraminsaure durch Aktivierung der Pyranose

Ein Ansatz zur Synthese von CMP-Neu5Ac 10, der die Aktivierung der
Neuraminsédure nutzt, geht auf Schmidt et al. zurtick. Dabei werden aktivierte
Sialinsduredonoren in Form von Dialkylphosphiten 23 verwendet. Diese werden in
einem Gemisch aus DMF und Acetonitril mit peracetyliertem
Cytidinmonophosphat 24 (CMP) zum  gewlnschten  Produkt umgesetzt
(Abbildung 18).144

P(OR),
AcO_ ,OAc o NH,
11 N
1 ACOH 0—7—COOMe 0 | i
R": Et 0 ;
AcO i) DMF/MeCN P N~ O
R? CH,-CCl, T 23 i) N\aOMe, MeOH  Ho~ .OH o~ c')@\o
iii) NaOH hox 0
. \
NHAc 15-35% o H 07/ COOH
| N T HO 10 OH OH
II:I’ N/kO
HO™ I\O
OH o
OAc OAc

24

Abbildung 18: Synthese von CMP-Neu5Ac 10 nach Schmidt et al.

Die Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen erfolgt basisch unter der Verwendung von
Natriummethanolat in Methanol. Die Abspaltung des Methylesters wird durch
Verseifung mit Natronlauge vollzogen. Es werden Gesamtausbeuten zwischen
15-35% erzielt, wobei das Produkt hierbei als reines B-Anomer erhalten wird. Mit
dieser Syntheseroute lielRen sich bereits mehrere Derivate der Neu5Ac 22 mit den
Nucleosiden Uridin 25, Guanosin 26 und Adenosin 27 darstellen. Allerdings waren
bei allen diesen Synthesen die Ausbeuten hochstenfalls moderat.
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Synthese von CMP- N-Acetylneuraminsaure durch Aktivierung des Nucleoti des
Bei der Aktivierung des Nucleotides zur Darstellung von CMP-Neu5Ac 10 wird von
der Verwendung des vollstandig geschitzten Halbacetals der Neuraminséure 28
ausgegangen, welches mit einem Nucleosid-5-Phosphoramidit umgesetzt wird
(Abbildung 19).

AcO OAc OH

NHAC )
§ Aco) 0-7—COOMe
X oy
RO N0 28
_>p—o0
iPrN o i) 1H-Tetrazol/MeCN
ii) tBUOOH/MeCN oder DMD/CH,Cl,
iiiy DBU/THF oder (PhsP),Pd/iPr,NH/MeCN NH
OAc OAc ) NaOMe, MeOH 2
v) NaOH o | N
Il
20:R': (CH,),CN 30-50% PG N/J“o
30: R%: CH,CH=CH, HO_ ,OH 0" 00 O
) o
HO" 0-7-co0®
o_N
T HO 10 OH OH

Abbildung 19: Synthese von CMP-Neu5Ac 10 aus Nucleosidphosphoramiditen

Kajihara et al. verwendeten fur das Phosphoratom die Cyanoethyl-
Schutzgruppe 29,®  Halcomb et al. hingegen setzten allylgeschiitzte
Nucleosidphosphoramidite 30 ein.* Es konnten bei beiden Ansatzen
B-anomerenreine Verbindungen erhalten werden, jedoch lagen die Ausbeuten nach
Oxidation und Entschitzung bei lediglich 30-50%. Die Nachteile beider Methoden
bestehen zum einen in der erhdhten Eliminierungstendenz des vor der Entschiitzung
vorliegenden Phosphattriesters im Vergleich zu einer Phosphatdiestergruppierung,*”’
zum anderen geht der auf Stufe des Zuckernucleotids noétige Oxidationsschritt mit

zuséatzlichen Produktverlusten einher.

Aufgrund der grol3en biologischen und pharmakologischen Bedeutung der
Zuckernucleotide wird deutlich, dass eine universell anwendbare und vor allem
effiziente  und zuverldssige Synthesemethode zur Darstellung derartiger
Verbindungen von grol3em Interesse ist. Die in unserer Arbeitgruppe entwickelten
cycloSal-Nucleotide stellen als reaktive Phosphatdonatoren sehr aussichtsreiche
Schlusselverbindungen fir eine breit anwendbare Methode zur Synthese solcher
mono- oder diphosphat-verbrickten Zuckernucleotide dar.
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2.3 Das cycloSal-Konzept
2.3.1 cycloSal-Nucleotide

cycloSaligenyl-Nucleosidmonophosphate (cycloSal-NMP), im Folgenden auch als
cycloSal-Nucleotide oder cycloSal-Triester bezeichnet, stellen ebenfalls aktivierte
Nucleotide dar. Die Grundstruktur ist in Abbildung 20 gezeigt. Die Nomenklatur folgt

nicht den IUPAC-Regeln, sondern ist willkiirlich festgelegt.*®!

6 7
5 | \1 o

X— P F|) 0
! . 2 O/ mONucleosid

X = -H, -CI, -NO,, -CH3, -OCH3

Abbildung 20: Grundstruktur der cycloSal-Nucleotide

2.3.2 cycloSal-Nucleotide im Prodrug-Konzept

Die virale Erkrankung AIDS, die durch das HI-Virus ausgel6st wird, kann heute mit
einer Kombinationstherapie, der sogenannten Highly Active Anti Retroviral Therapy
(HAART) behandelt werden. Da Viren im Gegensatz zu Bakterien keine Lebewesen
sind, besitzen sie keinen Stoffwechsel und koénnen sich nicht eigenstandig
reproduzieren. Hierfir nutzen die Viren Wirtszellen, indem sie ihre genetische
Information in ihnen replizieren. Die virale DNA wird daftr in das Genom der
Wirtszelle integriert.

Das HI-Virus ist ein RNA-Virus, bei welchem die RNA mit Hilfe der Reversen
Transkriptase zunédchst in DNA Ubersetzt werden muss. An der Stelle der reversen
Transkription lasst sich in den Mechanismus der Virusreplikation eingreifen, indem
diese durch Nucleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTIs) gehemmt
wird. Diese NRTIs gehotren zu den ersten anti-HIV-Wirkstoffen und werden in der
HAART eingesetzt, um die Bildung resistenter Virenstamme zu verhindern.!?!

Als bereits klinisch eingesetzte Wirkstoffe sind beispielsweise d4T 31 (3’-Desoxy-
2’,3'-Didehydrothymidin) und AZT 32 (3’-Azido-3’-Desoxythymidin) zu nennen
(Abbildung 21).
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N3
d4T 31 AZT 32

Abbildung 21: Antiviral aktive Nucleosidanaloga

Die oben genannten Nucleosidanaloga haben das Fehlen der 3’-Hydroxylgruppe
gemeinsam. Dies fuhrt beim Einbau in den wachsenden DNA-Strang einen
Strangabbruch herbei.

Allerdings werden diese Verbindungen erst durch Uberfiihren in die 5’-Triphosphate
zu aktiven Wirkstoffen, da diese die Substrate fur die DNA-Polymerasen darstellen.
Zur Bildung des Triphosphates werden zelleigene Kinasen benotigt. Allerdings ist bei
vielen Nucleosidanaloga einer der Schritte der Phosphorylierung gehemmt, wodurch
nur sehr wenig der aktiven Spezies in der Zelle gebildet wird. Dieses ist in
Abbildung 22 am Beispiel des d4T 31 dargestellt, bei welchem der erste

Phosphorylierungs-Schritt gehemmt ist.®"!

- d4TMP
!

d4T----» d4TMP —— d4TDP —— d4TTP
Abbildung 22: Schematische Darstellung des Prodrug-Konzeptes

Daher ist es sinnvoll nicht das Nucleosidanalogon, sondern bereits dessen
Monophosphat in die Zelle zu bringen, wodurch eine erheblich grél3ere Menge des
Triphosphats gebildet werden kann und der Wirkstoff eine deutlich héhere Aktivitét
zeigt. Aufgrund der negativen Ladung des Nucleosidmonophosphates ist es ihm
allerdings nicht mdglich, die lipophile Zellmembran zu passieren. Auf dieser Tatsache
aufbauend wurden Prodrug-Konzepte entwickelt, die die negative Ladung am
Phosphat durch lipophile Gruppen ,maskieren”, wodurch dem Wirkstoff erméglicht
wird, durch die Zellmembran zu gelangen. Die Spaltung innerhalb der Zelle und die
damit verbundene Freisetzung des Phosphates ermdglicht die Phosphorylierung bis
hin zum Triphosphat. Gleichzeitig wird die negative Ladung zuriickgebildet, wodurch

es zu einem ,Einschluss” des Nucleotides in der Zelle kommt.
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Es gibt verschiedene Beispiele fur solche Prodrug-Konzepte, bei denen die negative
Ladung am Phosphat maskiert ist. Eines davon ist das cycloSal-Konzept nach
Meier et al., welches cycloSal-Nucleotide verwendet.[*®!

Im Gegensatz zu anderen kommt das cycloSal-Konzept ohne eine enzymatisch
katalysierte Aktivierung und ohne einen zweiten Aktivierungsschritt aus
(Abbildung 23). Bei den cycloSal-Nucleotiden handelt es sich um cyclische
Phosphattriesterderivate, in denen ein Salicylalkohol als Maske mit einem
Nucleosidmonophosphat zweifach cyclisch verestert ist. Durch den aromatischen
Ring in diesen Verbindungen ist fir eine ausreichende Lipophilie gesorgt, um einen

passiven Zellmembrantransport zu erméglichen.

(0]
. . I}
Aktivierungsschritt P
N 0 H,0 X 0~ I ~ONucleosid
X _ FI’//O 2 X @O
0~ " ONucleosid pH>7 Z > oH
33 34
\ spontan \
OH
(0]
A o) X OH I
X_: e % """" > X_: + © P .
AP = Q7 | “ONucleosid
O~ | "ONucleosid OH ©0
0o 36

35
Abbildung 23: Hydrolyseweg von cycloSal-Nucleotiden

Die  phenylische  Phosphatesterbindung stellt die labilste der drei
Phosphatesterbindungen dar. Aus diesem Grund wird die Freisetzung des Nucleotids
aus dem Phosphattriester 33 durch eine selektive hydrolytische Spaltung der
phenylischen Phosphatesterbindung eingeleitet, woraus ein mesomeriestabilisierter
2-Hydroxybenzylphosphatdiester 34 resultiert. Die Bevorzugung dieser Gruppe als
beste Austrittsgruppe begrindet sich durch die Mesomeriestabilisierung im
Intermediat 34 Der alternative Bruch der Benzylesterbindung von 33 wirde hingegen
zu einem 2-Hydroxymethylphenylphosphatdiester 35 fiihren. Diese Spaltung ist
jedoch eher unwahrscheinlich, da die Phosphatestergruppe als &uf3erst schwacher
Donorsubstituent in ortho-Position zum Benzylester dessen Hydrolyse stark
verlangsamt. Als Konsequenz  des  ersten Hydrolyseschrittes  wird

aus dem schwachen Donorsubstituenten - Phosphatestergruppe - ein starker
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Donorsubstituent - Hydroxylgruppe. Diese Umpolung im Aromaten induziert nach
einer intramolekularen Protonentbertragung schlief3lich die spontane Spaltung der
benzylischen Phosphatesterbindung, die das Nucleotid und nach Reaktion mit
Wasser auch den Salicylalkohol 36 liefert. Aufgrund der negativen Ladung an der
Phosphatgruppe des Phenylphosphatdiesters 35, ist dieser gegen einen erneuten
Angriff eines Hydroxid-lons auf das Phosphoratom inert, weshalb es auf diesem Weg

nicht zur Freisetzung des Nucleotids und des Salicylalkohols 36 kommt.’?

2.3.3 cycloSal-Nucleotide zur Darstellung von Zuckernucleotide n

Aufbauend auf der Tatsache, dass die Freisetzung des Nucleotides beim
cycloSal-Konzept nicht auf einer enzymatischen Reaktion beruht, sondern auf einer
chemisch induzierten Kaskadenreaktion durch einen nucleophilen Angriff von
Hydroxid-lonen auf das Phosphoratom, ist ein synthetischer Nutzen als aktivierter
Phosphat-Baustein gegeben. Bei der Verwendung von anderen Nucleophilen, wie
beispielsweise deprotonierten Pyranosen oder Pyranose-Phosphaten, ergeben sich

als Produkte mono- oder diphosphatverbriickte Zuckernucleotide (Abbildung 24).

A 0]
|

T Al i
o° W Base f

o P

@ :O: @’/ ~o Base
HO O
OH OH(H) \w

OH OH(H)

\ (I)I
f\ s P\ Base
' o

(0] (0]
I 1 Base

HO O\_-0—PTO~PTO o
©0| @o N
HO OoH OH OH(H)

Abbildung 24: Darstellung von Zuckernucleotiden mit Hilfe von cycloSal-Nucleotiden
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Fiur synthetische Zwecke werden reaktive Verbindungen benétigt, damit der Triester
vorzugsweise schnell und vollstdndig abreagiert. Aus diesem Grund muissen die
Halbwertszeiten der cycloSal-Nucleotide minimiert werden. Dieses ist durch eine
maoglichst geringe Elektronendichte am Phosphoratom zu erreichen. Die Elektrophilie
des Phosphoratoms und somit das Hydrolyseverhalten des
cycloSal-Phosphattriesters kann Uber den cycloSal-Substituenten X am Aromaten
gesteuert  werden (Abbildung 25). Ebenso ist die  Stabilitat  der

Phenylphosphatesterbindung, also des gebildeten Phenolates, davon abhangig.?

\x\—' S ¢ o
% O/on Base

OAc OAc(H)

Donor in o-/ p-Position = langsame Reaktion

Akzeptor in o-/ p-Position = schnelle Reaktion

Abbildung 25: Hydrolyseweg von cycloSal-Nucleotiden

Im Fall von Donorsubstituenten in 3- oder 5-Position hydrolysieren die Verbindungen
recht langsam zum Nucleotid, da sie Elektronendichte in das aromatische System
geben und dadurch die Phenylphosphatesterbindung stabilisieren. Ein Beispiel
hierfir ist das 3-Methyl-cycloSal-Nucleotid. Das 5-Nitro-cycloSal-Nucleotid ist als
Beispiel fiur akzeptorsubstituierte Verbindungen zu nennen. Dieses weist aufgrund
der Stabilisierung des Phenolates eine schnelle Umsetzung auf. Grund hierfir kdnnte
die mesomere Grenzstruktur sein, welche fur das o-Methyl-substituierte Derivat nicht
formulierbar ist (Abbildung 26).

Abbildung 26: Mesomeriestabilisierung des Phenolates
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Silke Wendicke gelang erstmals die Darstellung von NDP-Pyranosen mit Hilfe von
cycloSal-aktivierten Nucleotiden. Sie konnte auf diesem Weg verschiedene
Thymidindiphosphat-Pyranosen in Ausbeuten von 42-56% darstellen. Die
Reaktionszeit betrug nur 3-5 h. Die deutlich kiirzeren Reaktionszeiten bei hdoheren
Ausbeuten stellen im Vergleich zu der bisher fuhrenden, kommerziell angewandten

Morpholidat-Methode (siehe Abschnitt 2.2.1.2, Seite 12) einen enormen Vorteil
dar.13238

Das Syntheseprotokoll sah zu diesem Zeitpunkt wie folgt aus:
« Vorlage des cycloSal-Nucleotids mit Chlor- oder Nitro-Substituent
+ Hinzufiigen von 1.2 Aquivalenten Pyranosyl-Phosphat
* DMF als Losungsmittel
* Ruhren bei 50 T fur 3-5h
» Extraktion mit Dichlormethan/Wasser
e Spaltung der Acetyl-Gruppen mit Gemisch aus MeOH/H,O/Et3N (7:3:1) bei Rt

» Saulenchromatographische Reinigung an RP-18 Kieselgel

Die Optimierungen dieses Syntheseprotokolls gelang in eigenen Vorarbeiten. Die
dabei veranderten Reaktionsbedingungen ergaben eine Steigerung der Ausbeuten
auf bis zu 85%. Auf diesem Wege konnten diverse Cytidindiphosphat-Pyranosen in

hoher Qualitat erhalten werden.?!

Das optimierte Syntheseprotokoll folgt den Punkten:
* Intensive Vortrocknung der Edukte an der Lyophylle
* Intensive Trocknung der Edukte im Reaktionsgefald (~ 2 h)
* Vorlage des Pyranosyl-Phosphats
« Verwendung von 2.0 Aquivalenten des Nucleophils
» Hinzufligen des cycloSal-Nucleotides mit Nitro-Substituent
* DMF als Lésungmittel
* Rihren bei Rt fur 18-26 h
» Extraktion mit Ethylacetat/Wasser
e Spaltung der Acetyl-Gruppen mit Gemisch aus MeOH/H,O/Et3N (7:3:1) bei Rt

» Saulenchromatographische Reinigung an RP-18 Kieselgel
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Tanja Zismann konnte zudem den Methylsulfon-Substituenten in der 5-Position
erfolgreich einfihren. Die cycloSal-Nucleotide mit diesem Substituenten ergaben nur
leicht schlechtere Ausbeuten, als die zuvor mit dem Nitro-Triester erzielten. Da die
Methylsulfon-Gruppe im Gegensatz zu der Nitro-Gruppe ein schwacherer Akzeptor
ist, gelang es diesen Triester mit angesauertem Losungsmittel chromatographisch zu
reinigen.®¥

Dieses konnte von Svenja Warnecke allerdings auch fur cycloSal-Nucleotide, die den
Nitro-Substituenten enthalten, festgestellt werden. Aufgrund der hohen Reaktivitat
von cycloSal-Monophosphaten mit Nitro-Substituent und der sehr hohen Reinheit der
Rohprodukte werden diese Verbindungen meist als solche eingesetzt. Jedoch kann
eine Methode zum Reinigen solcher labilen und feuchtigkeitsempfindlichen
Verbindungen von grol3em Vorteil sein. Dieses gelang mit einem Laufmittelgemisch
aus Dichlormethan und Methanol (0-5%) und einem Zusatz von
etwa 1% Essigsaure.™

AulRerdem konnte Svenja Warnecke in ihrer Dissertation diverse Beispiele fur die
Verwendung verschiedenster Nucleophile, wie Phosphat, Pyrophosphat,
Nucleosidmono-, di- und triphosphat sowie deprotonierten Pyranosen geben.”® Bei
der Umsetzung von cycloSal-Nucleotiden mit deprotonierten Pyranosen entstehen
die monophosphat-verbriickten  Zuckernucleotide. Dieses gelang fir die
Ublicherweise verwendeten Pyranosen in guten Ausbeuten, wobei sich bei allen
Zielverbindungen eine starke Praferenz der [-Anomere zeigte. Bei den
Verbindungen der Glucose und der Galactose wurden somit [-anomerenreine
Produkte erhalten, lediglich bei der Mannose wurde ein a/B-Gemisch gefunden. Die
Darstellung der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 gelang allerdings noch nicht

Uberzeugend, so dass dieses weiterer Optimierung bedarf.

Im vorangegangenen Abschnitt lasst sich erkennen, dass die cycloSal-Methode
diverse phosphorylierte Biomolekiile liefern kann. Im Vergleich zu den beschriebenen
Syntheserouten fur Zuckernucleotide ist es hier moglich, anomerenreine
Verbindungen in guten Ausbeuten und Kkurzen Reaktionszeiten ohne
Katalysatorzusatz zu synthetisieren. Aus diesem Grund ist die cycloSal-Methode zur
Darstellung von Zuckernucleotiden im Vergleich zu anderen, literaturbekannten

Synthesen von grol3em Vorteil.
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3 Aufgabenstellung

Ausgehend von der Tatsache, dass cycloSal-Phosphattriester als aktivierte
Nucleotide zur Synthese dienen, konnte bereits gezeigt werden, dass sie von den
verschiedensten Nucleophilen angegriffen werden konnen. Bei der Verwendung von
deprotonierten Pyranosen oder Pyranose-Phosphaten entstehen hierbei mono- oder
diphosphat-verbriickte Zuckernucleotide in kurzen Reaktionszeiten und guten bis
sehr guten Ausbeuten.

Diese - in eigenen Vorarbeiten - optimierte Methode sollte nun zur Darstellung
zahlreicher NDP-Pyranosen dienen. Hierbei sollten zunachst natirliche Pyranosen
und Nucleoside verwendet werden. Im Anschluss sollte diese Route auch auf
analoge Verbindungen Ubertragen werden. Dabei sind zum einen Modifikationen an
der Pyranose, zum anderen Variationen auf der Nucleosid-Seite denkbar. Durch
diese Vorgehensweise sollte die Allgemeingultigkeit der Syntheseroute bewiesen
und modifizierte Zuckernucleotide erhalten werden, welche sich fur biochemische

Anwendungen eignen.
X
Modifikation §/O

der Pyranose HO {A% @ 0 B

0-P—0-P—0
| | o

0d 0o Modifikation

des Nucleosids
OH OH(H)
Abbildung 27: Struktur der Zielverbindungen

Die grol3te Herausforderung dieser Arbeit stellte die Darstellung von
CMP-N-Acetylneuraminsédure 10 dar. Diese sollte zunachst in ihrer natirlich
vorkommenden Form synthetisiert werden. Bei erfolgreicher Synthese sollten
verschiedene Modifikationen an der Aminofunktion angebracht werden und somit

Derivate der CMP-N-Acetylneuraminsaure dargestellt werden.

NH»
AN
N
o)
I | /L
/Fl’\ N o
HO OH O oo O
, 0
oY 0~7~COOH
o) N
Yy HO OH OH

R: CH3Y C2H5' 03H7v C4H9Y V

Abbildung 28: CMP-Neuraminsdure mit verschiedenen Modifikationsmdglichkeiten
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4 Resultate und Diskussion

4.1 Synthesestrategie

Zur Darstellung der Zuckernucleotide sollte eine konvergente Synthesestrategie
angewendet werden, welche grundsatzlich auf der Verwendung von zwei Bausteinen
beruht (Abbildung 29). Hierfir wurden 5-Nitro-cycloSal-Nucleosidmonophosphate
verwendet, welche durch den Acceptor-Substituenten aktivierte
Nucleosidmonophosphate darstellen. Je nach eingesetztem Nucleophil lassen sich
die unterschiedlichsten Zielverbindungen darstellen. Durch den nucleophilen Angriff
verschiedener  Pyranosyl-Phosphate  gelingt die Darstellung  zahlreicher
NDP-Pyranosen. Fungieren die reinen Pyranosen - nach Deprotonierung - als
Nucleophile, kbnnen NMP-Pyranosen als Zielverbindungen erhalten werden.

o) o)
I I Base
HO o) O—I|3 O—F|> 0 o
0| ©O .
HO OH OH OH(H)
OH n=0,1
Q
_P-
RO o__07 17 0o® RO 0 o@
oo
RO OR RO OR
OR OR

O3N
Qo
\
0o~ P, Base

R=H/SG OR OR(H)

Abbildung 29: Konvergente Synthesestrategie zur Darstellung der Zuckernucleotide

Im Folgenden wird nun zunéchst detailliert auf die Darstellung der
5-Nitro-substituierten cycloSal-Nucleotide eingegangen. Im weiteren Verlauf werden

die Synthesen der verschiedenen Nucleophile beschrieben.
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4.2 Darstellung der 5-Nitro- cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Die Darstellung der cycloSal-Phosphattriester erfolgte ebenfalls konvergent und unter
Ausnutzung der hohen Reaktivitat von P(lll)-Reagenzien. Hierzu war eine Oxidation
des Phosphors im Anschluss an die erfolgte Kupplung eines cycloSal-Chlorphosphits

mit einem geschiitzten Nucleosid notwendig.”!

(@]
o} o Base
O

ﬂ OAc OAc(H)

O/
O5N Base
RO G U
P
o” Mcl
(@]

OAc OACc(H)
O2N H HO Base
O
OH
OH OH(H)

Abbildung 30: Retrosyntheseschema zur Darstellung der cycloSal-Phosphattriester

Zuerst wird nun die Synthese des cycloSal-Chlorphosphits und im Anschluss die
Reaktionssequenz der geschutzten Nucleoside beschrieben, bevor auf die

Darstellung der cycloSal-Nucleotide eingegangen wird.

4.2.1 Darstellung des 5-Nitro- cycloSal-Chlorphosphits

Salicylalkohole 36 stellen die Grundbausteine der cycloSal-Nucleotide dar. Die
einfachste Maoglichkeit zur Darstellung der Salicylalkohole 36 besteht in der
Reduktion der entsprechenden, kommerziell erhaltlichen Salicylaldehyd- oder

Salicylsaure-Derivate mit gangigen Reduktionsmitteln.
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Im Fall des Nitro-Substituenten wurde von 5-Nitro-Salicylaldehyd 37 ausgegangen,
welcher mit Natriumborhydrid in Ethanol Uber Nacht bei Raumtemperatur reduziert
wurde. Nach Umkristallisation aus Wasser lag die Ausbeute bei bis zu 98%.5®!

Durch weitere Umsetzung mit Phosphortrichlorid erhielt man aus dem
5-Nitro-Salicylalkohol 38 anschlielend das 5-Nitro-cycloSaligenylchlorphosphit 39.
Die Reaktion fand in Diethylether statt und wurde bei einer Temperatur von -20 T
durchgefuhrt. Zum Abfangen des entstehenden Chlorwasserstoffs wurde Pyridin in
Diethylether zugetropft, wodurch Pyridiniumchlorid ausfiel. Durch eine ausreichende
Verdiinnung und die tiefe Temperatur wurde die intramolekulare Ringschlussreaktion

beguinstigt.!*3>

O2N H 1. NaBH,, EtOH, 18 h, Rt O2N OH
2. H'H0
OH 98% OH

37 38

2. Pyridin, Ether,2 h, -20 °C
3.1h,Rt

O,N
o
B

o~ %

39

(76%) l 1. PCl, Ether, 10 min, -20 °C

Abbildung 31: Syntheseschema zur Darstellung des 5-Nitro-cycloSal-Chlorphosphits 39

Das nach Schlenkfiltration und Entfernung des Losungsmittels resultierende
cycloSal-Chlorphosphit ist auf3erordentlich feuchtigkeits- und sauerstoffempfindlich,
weshalb auf eine Reinigung verzichtet werden musste und die Rohprodukte fur die
Synthese der entsprechenden cycloSal-Nucleotide eingesetzt wurden. Die
Rohsubstanzen wiesen meist nur geringe Verunreinigungen auf. Im
3p.NMR-Spektrum zeigten sie ein typisches Signal fiir Phosphor(lll)-Verbindungen

dieser Art im Bereich um 140 ppm.
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Abbildung 32: 31P-NMR-Spektrum des 5-Nitro-cycloSal-Chlorphosphits 39

4.2.2 Darstellung der geschiitzten Nucleoside

Sowohl bei der Umsetzung des cycloSaligenylchlorphosphits mit einem Nucleosid zu
den entsprechenden cycloSal-Nucleotiden, als auch bei der nachfolgenden
Umsetzung dieses cycloSal-Nucleotids mit den  Nucleophilen  sollten
Nebenreaktionen an anderen funktionellen Gruppen des Nucleosids vermieden
werden. Die nucleophilen Gruppen im Nucleosid mussten demzufolge entsprechend
blockiert werden (siehe Seite 26, Abbildung 30, rechte Hélfte). Dieses konnte durch
Anwendung einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie erreicht werden. Als
Schutzgruppe wurde die basenlabile Acetylfunktion verwendet, da diese im letzten
Syntheseschritt gemeinsam mit den Schutzgruppen am Nucleophil, welches
ebenfalls in acetylgeschiitzter Form eingesetzt wurde, abgespalten werden

konnte.[%-62

Ausgehend von den Nucleosiden Uridin 25, Cytidin 40 und Adenosin 27 wurden
zunachst selektiv die 5’-Hydroxyfunktionen als tert-Butyldimethylsilylether geschitzt.
Dieses geschah durch Umsetzung der Nucleoside mit 1.2 Aquivalenten TBDMS-Cl in
Pyridin bei Raumtemperatur und ergab die Verbindungen 41, 42 und 43. Durch
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weitere Umsetzung - ebenfalls in Pyridin - mit 6.0-9.0 Agivalenten
Essigsaureanhydrid (3.0 Aquivalente pro zu acetylierender Gruppe) wurden im
folgenden Schritt die vollgeschitzten Produkte 44, 45 und 46 erhalten. Hierbei wurde
bei der  Verwendung von Cytidin und  Adenosin neben den

2’- und 3’-Hydroxyfunktionen auch die exocyclische Aminofunktion acetyliert.

Diese Reaktionssequenz wurde zum einen mit einer zwischenzeitlichen Isolierung
der TBDMS-geschlitzten Nucleoside durchgefuhrt. Zum anderen konnten die beiden
Blockierungs-Schritte auch in einer Eintopfreaktion vollzogen werden, was eine
zeitliche Ersparnis mit sich brachte und nicht zu Komplikationen oder

Ausbeuteverlusten fihrte.

Die Abspaltung der Silyl-Schutzgruppe erfolgte mit Triethylamintrihydrofluorid in
einem Gemisch aus Tetrahydrofuran und Dichlormethan im Verhdltnis 1:1 bei
Raumtemperatur durch Bildung der stark bevorzugten Silicium-Fluor-Bindung. Durch
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel gelang die Abtrennung der
wahrend der Reaktion entstandenen Triethylammoniumsalze.

Die gewunschten 5-Hydroxy-freien Verbindungen 47, 48 und 49 konnten in

Gesamtausbeuten von 58-75% ausgehend von den Nucleosiden erhalten werden.

Base Base
HO TBDMS-CI, Pyridin, TBDMSO
o 18 h, Rt ‘ /o)
OH OH OH OH
Uridin 25 Uridin 41: 71%
Cytidin 40 Cytidin 42: 83%
Adenosin 27 Adenosin 43: nicht isoliert
1. TBDMS-CI, Pyridin,
18 h, Rt
2. Ac,0,Pyridin,
5h, Rt Ac,0, Pyridin,
5h, Rt
Base Et;N-3HF, Et;N, Base
HO THF/DCM (1:1), TBDMSO
fe) 18 h, Rt o)
OAc OAc OAc OAc
Uridin 47: 93% Uridin 44: 88%
Cytidin 48: 98% Cytidin 45: 62%
Adenosin 48: 92% Adenosin 46: 82% (Uber 2 Stufen)

Abbildung 33: Syntheseschema zur Darstellung der geschiitzten Nucleoside
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4.2.3 Darstellung der 5-Nitro- cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Die Darstellung der cycloSal-Triester gelang durch  Kupplung des
cycloSal-Chlorphosphits mit den geschitzten Nucleosiden und anschlieRender
Oxidation zur P(V)-Verbindung.?*

Dazu wurden die Nucleosidderivate in  Acetonitrii gelést und bei
-20 T mit 2.0 Aquivalenten der ,Hiinig-Base* Diisopropylethylamin (DIPEA)
versetzt. Im Anschluss wurden 2.0 Aquivalente des
5-Nitro-cycloSal-Chlorsphosphits 39 - ebenfalls gel6st in Acetonitril - hinzugetropft
und zu dem korrespondierenden Phosphittriester umgesetzt. Nach vollstandiger
Umsetzung der Nucleoside bei Raumtemperatur wurde die Phosphor(lll)-Verbindung
in einer Eintopfreaktion mit 4.0 Aquivalenten Oxone® zum Phosphattriester oxidiert.
Oxone® ist ein gemischtes Salz mit der Zusammensetzung 2KHSOs KHSO4K,SOs,
wobei KHSOs die aktive Komponente ist. Diese Oxidation wurde bei -10 T bis
Raumtemperatur fir 15 Minuten durchgefihrt und lieferte die gewiinschten

Verbindungen nach Extraktion mit Wasser und Ethylacetat in Ausbeuten bis zu 96%.

1. Nucleosid, DIPEA, MeCN, O.N
5h, -20 °C - Rt 2 o)
® '//O
O,N 2. Oxone®, H0, P Base
0 15 min, -10 °C - Rt o o)
: - °
o~ “ .
Cl Uridin 50: 96%
39 Cytidin 51: 87% OAc OAc
Adenosin 52: 86%

Abbildung 34: Syntheseschema zur Darstellung der cycloSal-Nucleotide

Aufgrund der hohen Reaktivitdt - bedingt durch den Nitro-Substitutenten - ist die
saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel erschwert. Durch einen Zusatz
grolRerer Mengen Essigsaure (0.5-1%) zum Eluenten gelingt eine Reinigung der
labilen Verbindungen zwar, jedoch werden die reinen Verbindungen dann nur noch in
Ausbeuten von circa 50% erhalten, da eine Zersetzung der Produkte auch unter
diesen Bedingungen nicht vollstandig verhindert werden kann.

Sowohl die *P-NMR- als auch die 'H-NMR-Spektren zeigen allerdings saubere
Produkte, bestehend aus zwei Diastereomeren. Deshalb werden die anschlieRenden
Kupplungen zu den Zuckernucleotiden ohne vorhergehende Reinigung des Triesters
durchgefihrt.

In Abbildung 35 ist exemplarisch das *P-NMR-Spektrum fiir das Rohprodukt des
5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-OAc-Uridinmonophosphat 50 gezeigt.
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Abbildung 35: 31P-NMR-Spektrum des 5-Nitro-cycloSal-2’,3'-di-OAc-Uridinmonophosphats 50

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollten neben der Darstellung der naturlich
vorkommenden Zuckernucleotide sowohl Modifikationen an der Pyranosyl-Einheit,
als auch an der nucleosidischen Seite vorgenommen werden. Auf die Hintergriinde

wird in Abschnitt 4.4.2 (Seite 77) ausfuhrlich eingegangen.

Um solche Zuckernucleotid-Derivate zu erhalten, die ihre Modifikation auf Seiten des
Nucleosids tragen, wurde die Syntheseroute zum 5-Nitro-cycloSal-Phosphattriester
auf Nucleosidanaloga ubertragen. Hierbei konnten fir die meisten analogen
Strukturen keine Unterschiede die Synthese betreffend festgestellt werden.
Allerdings lagen die Ausbeuten bei der Darstellung der cycloSal-Verbindungen der
Nucleosidanaloga zum Teil deutlich unter den zuvor erzielten Ausbeuten fir die

unmodifizierten Bausteine.

Das Nucleosidanalogon AZT 32 wurde von TCI Europe bezogen. Die
Nucleosidanaloga isoddA 53 und carba-isoddA 54 wurden in friheren Arbeiten

bereits synthetisiert und waren somit vorhanden.

Lediglich d4T 31 und ddT 55 wurden nach bekannter Syntheseroute erneut
synthetisiert.®® Im Folgenden ist diese Route aufgrund der standardmaRigen

Anwendung wiederum verklrzt zusammengefasst.
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Es wurde von Thymidin 56 ausgegangen, welches zunachst in Pyridin suspendiert
und bei 0 T mit Mesylchlorid versetzt wurde. Nach vollstandiger Reaktion wurde das
Rohprodukt durch Zugabe von Wasser ausgefallt und aus Aceton umkristallisiert.
Hierbei wurde nur eine Ausbeute von 49% erzielt, was auf unvollstandiges
Auskristallisieren zurtickzufuhren ist. Das gebildete 3',5’-O-Mesylthymidin 57 wurde
mit Natriumhydroxid zum 3’,5’-Anhydrothymidin 58 umgesetzt. Die Umkristallisation
aus Ethanol lieferte das Produkt in einer Ausbeute von 85%. Durch Umsetzung mit
Kalium-tert-butanolat wird aus Verbindung 58 das gewtlinschte Nucleosidanalogon
d4T X31 erhalten. Nach wassriger Aufarbeitung wurde das Produkt mit einer

Ausbeute von 78% erhalten.

Zur Darstellung von ddT 55 wurde das erhaltene d4T 31 in Ethanol gel6ést und unter
Wasserstoffatmosphare umgesetzt. Als Katalysator diente hierbei Palladium auf

Aktivkohle. Das Produkt wurde nach Aufarbeitung mit einer Ausbeute von 58%

isoliert.
0 o) 0
\EA\NH \EKNH | NH
N/go 9 N/go N/go
HO MsCl, Pyridin, H,C—S—0 NaOH, H,0, o
1o 2h, 0°C I o 2 h, 100 °C Qfo
Y- 49% Y 85%
|
=S= 58
" 0=4=0
CHs
KOtBu, DMSO,
57 78% |18 h, Rt
0 o)
HO N° "0 H,, Pd/C, MeOH,  HO N~ 0
o 92 h, Rt 1 o
58%
55 31

Abbildung 36: Syntheseschema zur Darstellung der Nucleosidanaloga d4T 31 und ddT 55
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In Abbildung 37 sind die modifizierten cycloSal-Nucleosidmonophosphate 58-62 mit

den erzielten Ausbeuten abgebildet.

(0] (0}
O,N ON
(o) NH 0 NH
o o |
4 A % PN
O N~ 0 o g Nge
= o
5-Nitro-cycloSal-d4T-Nucleotid 58 5-Nitro-cycloSal-ddT-Nucleotid 59
95% %
(0}
O,N
(o) o NH
oL
- 0]
0O "L»O N
(0]
N3

5-Nitro-cycloSal-AZT-Nucleotid 60
47%

O,N N A O.N N A
o} </ N o) </ I\N
(0] O
\CE\FV NI\)\ \Oi\'!’// N | )\
o~ "l».o N NH, o~ "’tno N NH,

5-Nitro-cycloSal-isoddA-Nucleotid 61 5-Nitro-cycloSal-carba-isoddA-Nucleotid 62
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Abbildung 37: cycloSal-Phosphattriester mit modifiziertem Nucleosid

Die Abbildungen 38 und 39 zeigen ebenfalls exemplarisch die erfolgreiche
Darstellung des 5-Nitro-cycloSal-d4T-Nucleosisdmonophosphats 58, ebenfalls als

Rohprodukt.

Das *'P-NMR-Spektrum weist die typischen zwei Signale im Bereich um -10 ppm
auf. Im *H-NMR-Spektrum ist zu erkennen, dass auch die Qualitat der modifizierten
cycloSal-Verbindungen sehr hoch ist und somit die ndtige Reinheit fur die Kupplung

mit einem Nucleophil gegeben ist.

-33-



- Resultate und Diskussion -

o O
(2 Te)
co
i
<
T N
(0]
O:N o NH
oo LK
v
o) "20 N (6]
@ -
58
100 20 A0 40 20 ‘n 20 40 A0 20 100

Abbildung 38: *P-NMR-Spektrum des 5-Nitro-cycloSal-d4T-Nucleosidmonophosphats 58
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Abbildung 39: "H-NMR-Spektrum des 5-Nitro-cycloSal-d4T-Nucleosidmonophosphats 58
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Neben den zuvor beschriebenen Nucleosidanaloga sollte zudem Acyclovir 59 in die

cycloSal-Verbindung tberfuhrt werden.

59
Abbildung 40: Acyclovir 59

Dazu wurde zunachst das Standard-Syntheseprotokoll verwendet, wodurch zwar das
gewinschte Produkt erhalten werden konnte, die Reinheit allerdings bei weitem nicht
ausreichte, um die anschlieRende Kupplung zum NDP-Zucker durchfihren zu
konnen.

Daher wurde das normalerweise verwendete Acetonitrii zuerst durch
N,N-Dimethylformamid und spater gegen ein Gemisch aus N,N-Dimethylformamid
und Tetrahydrofuran im Verhaltnis 2:1 ersetzt. Da auch durch diesen
Lésungsmittelwechsel kein zufriedenstellendes Ergebnis erzielt werden konnte, sollte
die exocyclische Aminofunktion mit einer Schutzgruppe versehen werden. Dadurch
sollte eine bessere Loslichkeit des eingesetzten Nucleosidanalogons erreicht werden
und Nebenreaktionen vermindert.

Zunachst lag es nahe, die Acetylgruppe fir die Blockierung zu verwenden, da sich
diese nach vollzogener Kupplung zusammen mit den Acetyl-Schutzgruppen der
Pyranosyl-Einheit abspalten lassen wirde. Dafir wurde Acyclovir59 mit
1.0 Aquivalente Essigsaureanhydrid fiir 3 Stunden bei 0 C geriihrt. ¥ Es wurde das
lediglich an der Aminofunktion acetylgeschitzte Produkt erhalten, welches ohne
weitere Reinigung fir die Synthese zum cycloSal-Nucleotid diente. Aus bisher
ungeklarten Grinden konnte auf diesem Wege kein Produkt isoliert werden.

Um eine noch bessere Loslichkeit des Nucleosids zu erzielen und dadurch das
cycloSal-Nucleotid synthetisieren zu kdnnen, wurde die Dimethoxytrityl-Gruppe
verwendet. Die Einfuhrung dieser Schutzgruppe gelang durch Umsetzung von
Acyclovir 59 mit 4.0 Aquivalenten Dimethoxytrityl-Chlorid unter Zusatz von

%%] pje Reaktionslésung wurde

0.1 Aquivalenten 4-(Dimethylamino)pyridin in Pyridin.
Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt und lieferte zunachst das an der 5’-Hydroxy-

und an der exocyclischen Aminofunktion geschitzte Produkt. Durch weitere
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Umsetzung mit Benzoesulfonsaure gelang es, selektiv den Ether an der 5’-Position
zu spalten, sodass eine Reaktion zur cycloSal-Verbindung méglich war. Leider ergab
auch dieser Ansatz wieder nur ein stark verunreinigtes Produkt, welches wiederum
nicht fur die weitere Kupplung genutzt werden konnte.

Aus diesen Grinden wurde auf die Darstellung der NDP-Pyranosen aus

cycloSal-Nucleotiden mit Acyclovir als Nucleosidanalogon verzichtet.
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4.3 Darstellung der Nucleophile

Bei den Kupplungsreaktionen der cycloSal-Nucleosidmonophosphate lassen sich je
nach eingesetztem Nucleophil die unterschiedlichsten Zielverbindungen darstellen.
Fur die Darstellung von Zuckernucleotiden ist einerseits der nucleophile Angriff
verschiedener Pyranosyl-Phosphate mdglich, wodurch diphosphat-verbriickte
Zielverbindungen entstehen. Um monophosphat-verbrickte Zuckernucleotide zu

erhalten, missen deprotonierte Pyranosen als Nucleophile eingesetzt werden.

4.3.1 Darstellung der Pyranosyl-Phosphate
Zunéchst werden die verschiedenen Methoden zur Darstellung anomerenreiner
Glycopyranosyl-Phosphate im Allgemeinen beschrieben, bevor auf die konkrete

Darstellung der verwendeten Pyranosyl-Phosphate eingegangen wird.

Bei der Bildung einer glycosidischen Bindung auf chemischem Weg, ist der Anteil
des entstehenden [-Anomers geringer, als vermutet werden wirde. Dieses ist
verwunderlich, wenn man bedenkt, dass eigentlich die B-Anomere aufgrund der
sterisch gunstigeren aquatorialen Stellung der Substituenten die thermodynamisch
bevorzugten Produkte sind. Zurtickzufihren ist dieses Phanomen auf den anomeren

Effekt, welcher sich orbitaltheoretisch erklaren lasst.

3 Sp3 nb
S Qg
N
HOD/ - How(ﬁ
G ab
8H
o-Anomer -Anomer

Abbildung 41: Der anomere Effekt

Eine thermodynamische Stabilisierung des a-Anomers wird dementsprechend
dadurch erreicht, dass - wie in Abbildung 41 gezeigt - im a-Anomer Elektronendichte
aus dem besetzten nichtbindenden, axial-standigen p-Orbital am Ringsauerstoffatom
(spw) in das antibindende o-Orbital der C1-OH-Bindung (0ab) verschoben werden
kann. Dadurch kommt es gleichzeitig zu einer Abnahme des Bindungsgrades der
C1-OH-Bindung. Diese Verteilung der Elektronendichte aus einem der
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nichtbindenden Orbitale des Ringsauerstoffs ist im [-Anomer aufgrund der
Geometrie nicht mdglich. Daraus ergibt sich folglich nicht nur eine bevorzugte
Bildung des a-Anomers, vielmehr ist auch eine nucleophile Substitution am C1 des
a-Anomers im Vergleich zum (-Anomer benachteiligt, da der Angriff eines
Nucleophils auf das antibindende o-Orbital der C1-OH-Bindung stattfindet.
Im a-Anomer besitzt dieses Orbital schon Elektronendichte und kann durch die
geringere Elektrophilie somit weniger leicht angegriffen werden.

Der anomere Effekt wird durch die Wahl der Lésungsmittel, der Substituenten und
der Temperatur beeinflusst, weshalb anteilig meist auch das -Anomer entsteht,
sodass Glycoside im Allgemeinen als Anomerengemische vorliegen. Allerdings ist es
wunschenswert anomerenreine Pyranosyl-Phosphate fur die Kupplung zu den
NDP-Pyranosen einzusetzen, da unter biochemischen Aspekten nur ein Anomer
relevant ist und von den jeweiligen Enzymen umgesetzt wird. Zwar sollten sich die
Anomere durch Saulenchromatographie grundsatzlich voneinander trennen lassen,
da sie Diastereomere sind. Allerdings ware diese Trennung wohl meist problematisch
und langwierig. Zudem wuirde das unerwinschte Anomer als Nebenprodukt abfallen

und somit die Gesamtausbeute mindern.

4.3.1.1 Methoden zur Darstellung von Pyranosyl-Phos  phaten

Zur Darstellung der anomerenreinen Glycopyranosyl-Phosphate gibt es zwei
Ansétze. Entweder werden die Kohlenhydrate mit einer freien Hydroxyfunktion als
Acceptoren in  einer  Phosphorylierungsreaktion  umgesetzt oder der
Saccharidbaustein tragt eine geeignete Abgangsgruppe am anomeren Zentrum und
reagiert als Donor in einer entsprechenden Glycosylierungsreaktion. Beim
Acceptorverfahren lassen sich einerseits Phosphor(V)-Verbindungen, andererseits
Phosphor(lll)-Verbindungen einsetzen, die anschlielBend vom intermediar erzeugten
Phosphit zum Phosphat oxidiert werden.

Die Trichloracetimidat-Methode
Eine Madglichkeit zur selektiven Darstellung von ao- bzw. [B-Anomeren der
Glycopyranosyl-Phosphate bietet die Trichloracetimidat-Methode. Dabei handelt es

sich um eine Methode nach dem Donorverfahren, die auf Schmidt zuriickgeht.'*®
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An dieser Stelle wird der Vollstandigkeit halber zwar auf diesen Ansatz eingegangen,
die praparativen Synthesen zur Darstellung von Pyranosyl-Phosphaten beschrankten
sich allerdings auf andere Methoden.

Die Herstellung der Trichloracetimidate nutzt das Prinzip der einfachen Addition von

Alkoholatanionen an elektronenarme Nitrile.

NH

I

o

rRo® +  clL,c—C=N C
’ ch,e” DOR

Abbildung 42: Darstellung von Trichloracetimidaten

Als Ausgangsverbindung wird eine kommerziell erhéltliche
Methyl-a-D-Glycopyranose verwendet, welche durch Deprotonierung mit
Natriumhydrid und anschlieRender Umsetzung mit Benzylbromid vollstdndig
benzyliert wird. Durch selektive Entschiitzung der anomeren Hydroxyfunktion mittels
Trifluormethansulfonsaure  kénnen die Vorlaufermolekiile generiert werden.®”!
Nun ist es mdglich, die Stereochemie am anomeren Zentrum bei der Umsetzung mit
Trichloracetonitril  in  Abhangigkeit von der eingesetzten Base und den

Reaktionsbedingungen zu kontrollieren.[°%%

OBn
(0}

NaH, CI;CCN, ﬁ/
CH2CI2Y 2 h, Rt Bno/ NH
OBn )J\

0} O CCl3

\

NH
K,CO3, CI3CCN, OBn
o)

CH,Cl, 4 h, Rt ﬁ/ /\K
> BnO/\A/O CCl;

Abbildung 43: Glycosylierungen nach der Trichloracetimidat-Methode

So ergibt die Reaktion mit Trichloracetonitril in Dichlormethan und Natriumhydrid als
Base nach 2 Stunden das reine a-Anomer. Wird die Reaktion mit Kaliumcarbonat als
Base durchgefuhrt, erhélt man nach 4 Stunden das B-Anomer. Nach der initialen
Bildung der jeweiligen Alkoholate hat das (3-Alkoholat durch die resultierenden Dipole

eine deutlich héhere Nucleophilie und addiert sich daher schneller an das Nitrilderivat
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als das a-Alkoholat. Das primar gebildete B-Trichloracetimidat anomerisiert dann
unter Basenkatalyse zum thermodynamisch stabileren a-Produkt. Durch den Einsatz
von Kaliumcarbonat als schwache Base wird zwar die Bildung des B-Imidates
erreicht, die Ruckreaktion und damit die Anomerisierungsreaktion sind jedoch
innerhalb von 4 Stunden nicht mdglich. Man erhélt folglich das [B-Produkt in einer
kinetisch kontrollierten Reaktion.

Die Einfihrung der Phosphatgruppe an C1 gelingt durch Umsetzung der
Trichloracetimidate mit Dibenzylphosphat in Dichlormethan bei Raumtemperatur.®®
Aufgrund der verwendeten Benzyl-Schutzgruppen, ist ein Nachbargruppeneffekt
auszuschlieBen, weshalb eine Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum
stattfinden sollte. Im weiteren Verlauf missen die Benzyl-Schutzgruppen entfernt
werden. Dieses ist leider nicht selektiv nur am eingefiuihrten Phosphat mdglich,
weshalb ein ungeschitztes Pyranosyl-Phosphat resultiert. Aufgrund der zahlreichen
freien Hydroxyfunktionen ist die Ld&slichkeit fir die im Anschluss folgenden
Kupplungsreaktionen mit einem aktivierten Nucleotid somit eingeschrankt. Aus
diesem Grund wurde auf zwei andere Methoden zur Darstellung der Nucleophile

zurlckgegriffen.

Die Konigs-Knorr-Methode

Ebenfalls nach dem Donorverfahren verlauft die Darstellung von [3-Anomeren der
Pyranosyl-Phosphate nach der Konigs-Knorr-Methode.[”” Dazu werden acetylierte
Glycosylhalogenide, meist Bromide, die aufgrund des anomeren Effektes als
a-Anomere vorliegen mit Dibenzylphosphat umgesetzt." Das vorhandene
Silbercarbonat bewirkt die Spaltung des Bromides, was mit einem Ausfallen von
Silberbromid einhergeht.’? Durch die Verwendung der Acetyl-Schutzgruppen wird
durch Nutzung des Nachbargruppeneffektes nach Bildung des
Oxocarbeniumintermediats ausschlieBlich das [-Phosphat erhalten. Dieses liegt
aufgrund des eingesetzten Reagenzes mit Benzyl-Schutzgruppen am Phosphat vor.
Durch anschliel3ende hydrogenolytische Spaltung wird das
Glycopyranosyl-3-Phosphat gebildet. Die Reaktion ist in Bezug auf die Stereochemie
am anomeren Kohlenstoffatom also ausgesprochen selektiv. Die meisten kinetischen

Untersuchungen sprechen fur einen monomolekularen Mechanismus.
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Die Phosphoramidit-Methode

Nach dem Acceptorverfahren kann die Phosphorylierung der freien anomeren
Hydroxyfunktion Uber die Phosphoramidit-Methode erfolgen, bei der ein Amin als
Abgangsgruppe dient. Die Phosphoramidit-Methode ist eine gut durchfuhrbare
Methode zur Darstellung von Glycopyranosyl-Phosphaten, die den Vorteil bietet, die
geschitzten a- und -konfigurierten Phosphate in nur einer Reaktion zu
synthetisieren.”™ Hierzu werden peractylierte Pyranosen eingesetzt, welche
zunachst selektiv. am anomeren Zentrum entschitzt werden. Die 1-OH-freien
Verbindungen werden mit Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und
4,5-Dicyanoimidazol als Aktivator umgesetzt’¥ und im Anschluss direkt mit
meta-Chlorperbenzoesaure zur Phosphor(V)-Verbindung oxidiert..’” Das erhaltene
benzylgeschiitzte Phosphat fallt als Anomerengemisch an, wobei die Bildung des
o-Anomers bevorzugt ist. Durch die Benzyl-Schutzgruppen am Phosphat ist es in
den meisten Fallen moglich, die Anomere vor der hydrogenolytischen

Debenzylierung saulenchromatographisch zu trennen.

In Abbildung 44 sind nochmals die beiden zuletzt beschriebenen Methoden

dargestellt.
Phosphoramidit- OAc Konigs-Knorr-
Methode o} Methode
h AcO—~ ﬁ
C ‘AM"’OAC
OAc OAc
é/o é/ o
AcO /‘N"'WOH ACO/‘Al
j l Br
OAc
é/ OAc
© 0]
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Abbildung 44: Verwendete Methoden zur Darstellung der Pyranosyl-Phosphate
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4.3.1.2 Synthesen der Pyranosyl-Phosphate
Zu Beginn dieser Arbeit wurden zunachst die naturlich vorkommenden Pyranosen,
wie Glucose, Galactose und Mannose verwendet und in ihre jeweiligen Phosphate

uberfuhrt.

Darstellung der Pyranosyl- a-Phosphate

Die Darstellung der a-Anomere erfolgte nach der zuvor beschriebenen
Phosphoramidit-Methode.[™® Hierzu wurden die Pyranosen peracetyliert, indem sie in
Pyridin gel6st und mit einem Uberschuss (3.0 Aquivalente pro Hydroxy-Gruppe) an
Essigsaureanhydrid versetzt wurden.®® Nach Reaktion Uber Nacht bei
Raumtemperatur konnten die peracetylierten Pyranosen als Anomerengemische in

durchweg guten Ausbeuten erhalten werden.

OH Ac,0, Pyridin, OAc Hydraziniumacetat, OAc
é/o 18'h, 0 °C - Rt o DMF, 18h, Rt o
HO /\A,.,\ AcO /\N\q AcO /\A"L
OH OAc OH
Glc 2 Ic 60: 989 Glc 63: 64%
Gal 5 gacl 61: 980//2 Gal 64: 43%
Man 6 Man 62; 76% Man 65: 72%

Abbildung 45: Darstellung der 1-OH-freien Verbindungen

Zur selektiven Entschitzung des anomeren Zentrums finden sich in der Literatur
zahlreiche Madglichkeiten, wobei hier die Aminolyse mit Hydraziniumacetat
Anwendung gefunden hat!”® Durch Umsetzung mit 1.2 Aquivalenten
Hydraziniumacetat in N,N-Dimethylformamid wurden die 1-OH-freien Verbindungen
wiederum als Anomerengemische erhalten. Zur vollstandigen Ldsung des
Hydraziniumacetats wurde kurz auf 50 C erhitzt und im Anschluss Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Ausbeuten fir diesen Schritt bewegen sich meist nur
im moderaten Bereich, da meist keine vollstandige Umsetzung stattfand.
Das Edukt - die peracetylierte Pyranose - konnte reisoliert werden. Eine Alternative
wurde in der Verwendung von Benzylamin gesucht.”” Allerdings ging dies mit
aufwendigen Saulenchromatographien einher, die nicht in allen Fallen ein
vollstandiges Entfernen des im Uberschuss eingesetzten Benzylamins mit sich
fuhrten.

Im néchsten Schritt wurden die erhaltenen 1-OH-freien Verbindungen 63-65 mit
1.5 Aquivalenten Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 66 zur Reaktion
gebracht.
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Abbildung 46: Reagenzien der Phosphoramidit-Methode

Fur diese Phosphorylierungsreaktion wurde ein Aktivator benétigt. Aufgrund der
Einstufung von 1H-Tetrazol als explosionsgefahrliche Verbindung und der Toxizitat
dieser Substanz wurde hierfir das in der Oligonucleotidchemie standardmalfig
eingesetzte Dicyanoimidazol 67 verwendet. Nach vollstandiger Umsetzung wurden
die intermediar entstandenen Phosphittriester mit Hilfe von
meta-Chlorperbenzoesaure in einer Eintopfreaktion zu den entsprechenden
benzylgeschutzten Phosphattriestern oxidiert. Hierbei wurden fir die Derivate der
Glucose und der Galactose a/B-Gemische erhalten, die sdulenchromatographisch
mittels Petrolether und einem Ethylacetat-Gradienten voneinander getrennt werden
konnten. Lediglich das Mannose-Derivat konnte aufgrund der axialen Stellung an C2

ausschlielRlich als reines a-Anomer erhalten werden.

OAc 1. DCI, Dibenzyl-N,N-diisopropyl- OAc
o phosphoramidit, CH,Cly. fe)
o 1h,0°C-Rt AcO—< e}
AcO C -
¢ ‘N%OH 2. mCPBA, 2 h, 0°C - Rt I * P-Anomer
O~ | ~0Bn
OBn
Glc 63 Glc 68, 68% Glc 68,: 12%
cal 64 Gal 69,: 51% Gal 69: 1%
Man 704: 77%
H,, Pd/C, Et;N, Dioxan,
46 -72 h, Rt
OAc
o)
AcO™~ ICI)
o~ ~oH
Og o
. 0,
Glc 714 92% Et,NH

Gal 72,: 89%
Man 73,: 98%

Abbildung 47: Syntheseschema zur Darstellung der Pyranosyl-a-Phosphate

Die anschliel3ende hydrogenolytische Spaltung der Benzyl-Schutzgruppen mit Hilfe
von Palladium auf Aktivkohle wurde in Gegenwart von Triethylamin durchgeftihrt und
gelang in sehr guten Ausbeuten. Die gewlnschten freien Phosphate konnten nach

Aufarbeitung und Gefriertrocknung in sauberer Form erhalten werden.
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In den Abbildungen 48 und 49 sind exemplarisch die NMR-Spektren fur das
2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactopyranosyl-Phosphat 724 in Form des

Triethylammoniumsalzes gezeigt.
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©
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OAc OAc
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O~ | TOH
Og
72, ®
Et;N

T T T T T T T T T T T
100 80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100

Abbildung 48: *P-NMR-Spektrum des 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactopyranosyl-Phosphats 72,

EtsNH"
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Abbildung 49: lH-NMR-Spektrum des 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactopyranosyl-Phosphats 72,
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Darstellung der Pyransoyl- B-Phosphate

Die B-Anomere der Pyranosyl-Phosphate konnten Uber den bereits erwahnten
Konigs-Knorr-Weg erhalten werden."” Allerdings wurden auf diesem Weg nur die
Derivate der Glucose und der Galactose umgesetzt, da fir Mannose aufgrund der

axialen Stellung der Hydroxygruppe an C2 keine B-Phosphate erhalten werden

kénnen.
OAc HBr (33%ig in Eisessig), OAc
é/o HOAC/AC,0 (1:1), o
18 h,0°C-Rt =
Ao\ ! AcO \/Q‘
OAc
Br
Glc 60 Glc 73: 97%
Gal 61 Gal 74: 97%
(BnO),P(O)OH, Ag,COs3,
Acetonitrile,
Dichlormethan,
18 h, 0°C - Rt
OAc o , OAc o]
o ||3| H,, Pd/C, Et;N, Dioxan, I
- ~ - P
= O~ | ~OH 46 - 72 h, Rt (0] ~ " ~0Bn
ACO™S Og AcO— v O CI)Bn
@
Et;NH
al f2p 007 Gal 69y 91%

Abbildung 50: Syntheseschema zur Darstellung der Pyranosyl-3-Phosphate

Es wurde wiederum von den peracetylierten Verbindungen 60 und 61 ausgegangen,
die im ersten Schritt am anomeren Zentrum bromiert werden mussten. Dies gelang
durch Losen der entsprechenden Pyranose in einem Gemisch aus Essigsaure und
Essigsaureanhydrid (1:1) und Versetzen mit 5.0 Aquivalenten Bromwasserstoff (als
33%ige Losung in Eisessig).'Y Die Reaktionslésung wurde (ber Nacht bei
Raumtemperatur und unter Lichtausschluss gerthrt. Nach Aufarbeitung konnten die
Bromide als Rohprodukte in guten Ausbeuten erhalten werden. Aufgrund ihrer
Labilitdt wurde auf eine Reinigung verzichtet und die erhaltenen Substanzen direkt
mit 1.8 Aquivalenten  Dibenzylphosphat in  Anwesenheit von ebenfalls
1.8 Aquivalenten Silbercarbonat zur Reaktion gebracht.’? Nach hydrogenolytischer
Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen am Phosphat bei Raumtemperatur mit Dioxan
als Losungsmittel, 2.0 Aquivalenten Triethylamin und einer katalytischen Menge
Palladium auf Kohle unter Wasserstoffatmosphare konnten die B-Phosphate mit

Triethylammonium als Gegenion in guten Ausbeuten erhalten werden.
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Die Abbildungen 51 und 52 zeigen die **P-NMR- und die ‘H-NMR-Spektren des

Glucose-Derivats 71g als Beispiel fiir B-Phosphate.
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Abbildung 51: 31P-NMR-Spektrum des 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Glucopyranosyl-Phosphats 714
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Abbildung 52: *H-NMR-Spektrum des 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Glucopyranosyl-Phosphats 71g
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Darstellung modifizierter Pyranosyl-Phosphate

Die Synthese der Zuckernucleotide sollte im spateren Verlauf der Arbeit auch auf die
Verwendung von Nucleosidanaloga sowie von modifizierten Nucleophilen
ausgedehnt werden. Die Grinde fiur diese Vorgehensweise werden in
Abschnitt 4.4.2 (Seite 77) ausfuhrlich besprochen.

Um Zuckernucleotide mit modifizierter Pyranose zur erhalten, sollten die Nucleophile
vor der Kupplungsreaktion mit dem cycloSal-Nucleotid bereits in modifizierter Form
vorliegen. Hierzu wurden verschiedene Modifikationen - sowohl die Art der
Modifikation, wie auch ihre Position betreffend - verwendet. Im Folgenden werden die
Synthesen der Reihe nach beschrieben und dabei ausgefuhrt, weshalb die jeweilige

Modifikation gewahlt wurde.

Synthese von L-Galactose- B-Phosphat

Um mit einer moglichst geringen Modifikation zu beginnen, sollte zunachst ein
L-konfiguriertes Pyranosyl-Phosphat synthetisiert werden. Hierbei sollte festgestellt
werden, ob die Konfiguration der Nucleophile einen Einfluss auf die anschlie3enden
Kupplungsreaktionen haben.

Als Ausgangsverbindung diente L-Galactono-1,4-Lacton 75, welches durch
Reduktion mit Natriumborhydrid und anschlieBender Peracetylierung mit einer
Ausbeute von 84% Uber die 2 Stufen in Verbindung 76 tiberfiihrt werden konnte.[’®!
Die peracetylierte L-Galactose 76 wurde nach den bereits beschriebenen Konigs-
Knorr-Bedingungen in das korrespondierende PB-Phosphat 77 tberfihrt.™ Dies
gelang durch Bromierung, Umsetzung mit Dibenzylphosphat und abschlieRender
hydrogenolytischer Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppen in einer Ausbeute von
47% Uber 3 Stufen. Das erhaltene Produkt 77 diente im Anschluss als Nucleophil in
einer Kupplungsreaktion mit einem aktivierten Nucleotid.

1. HBr (33% in Eisessig),
Essigsaure/Ac,0 (1:1),

18 h, 0 °C - Rt
1. Amberlit, NaBH, 2. (BnO),P(O)OH, Ag,CO;3,
OH MeOH, H,0, MeCN, CH;Cly
OH 52h,0°C- Rt 18h,0°C - Rt q
o 2. Ac,0, Pyridin,  AcO. OAc 3. “Hﬂz,gglgétz:oa?n, Et:N,  AcO R om
o e , y
HO o) 18 h,0°C-Rt . O OAc N (o) OAOC Og
84% AcO 47% AcO o
OH OAc 76 OAc Et;NH
75 77

Abbildung 53: Syntheseschema zur Darstellung des L-Galactose--Phosphats 77
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Synthese der 2-Desoxy-2-Fluor-Glycopyranosyl-Phosph  ate

Der Ersatz von Wasserstoff durch Fluor in Naturstoffen ist wegen der hohen
Elektronegativitat des Fluors bei fast gleichbleibendem Raumanspruch von grofRem
Interesse fiir biochemische und pharmakologische Untersuchungen.”®® Durch
EinfUhrung des elektronegativen Fluor-Substituenten lassen sich beispielsweise die
elektronischen Eigenschaften von Molekiilen modulieren.®" Die Fluorierung von
Verbindungen findet daher vielfach Anwendung in der Organischen
Synthesechemie.®? Kohlenhydrate mit einem Fluoratom in Nachbarstellung zum
anomeren Zentrum zeigen Inhibitoraktivitat gegen bestimmte Glycosyltransferasen
und ermdglichen Einblicke in  Enzymmechanismen.®¥  Unterschiedliche
Anwendungen von BF_markierten Verbindungen wurden in der
Positronemissionstomographie (PET) beschrieben.®¥ [*®F]-Fluorglucose wird hierbei
zur Verfolgung des Glucosemetabolismus in Organen eingesetzt. Die Methode ist
weit verbreitet und wird in der Onkologie, Kardiologie und Neurologie genutzt. Zudem
fanden '®F-markierte Steroide Einsatz in der Tomographie von Brust- und

Prostatatumoren.

Aus diesen Grunden sollten Zuckeranaloga mit einem Fluoratom in der 2-Position fir
die Darstellung von NDP-Pyranosen verwendet werden. Ausgehend von Glucose
und Galactose wurden - um eine Einfuhrung des Fluoratoms in die 2-Position zu
ermdglichen - zunachst die Glycale hergestellt. Dies gelang durch Peracetylierung,
anschlieBende Bromierung am anomeren Zentrum und abschlielBende Reduktion mit
Zink und N-Methylimidazol.®® Die Ausbeuten tiber 3 Stufen lagen fur Glucal bei 67%
und fur Galactal bei 34%.

1. Ac,0, Pyridin,

18 h, Rt Zn N-Methyl-
@O CHQCIQ’ 96 h, Rt &% 18 h, Reflux N ACO%
HO< > AcOT e > =
\N“"OH quant. By
Glc 2 Glc 73 Glc 78: 67%
Gal 5 Gal 74 Gal79: 34 %

Abbildung 54: Syntheseschema zur Darstellung der Glycale 78 und 79
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Zur Einfihrung des Fluoratoms wurden die Glycale 78 und 79 mit Selectfluor® 80 zur
Reaktion gebracht. Selectfluor® 80 ist ein elektrophiles Fluorierungsreagenz, das
aufgrund seiner Stabilitat ein einfach zu handhabender, kauflich erhaltlicher Feststoff
ist. Im Gegensatz zu anderen elektrophilen Fluorierungsreagenzien, beispielsweise
Perchlorylfluorid, Trifluoromethylhypofluorit, Xenondifluorid oder elementarem Fluor,

ist Selectfluor® 80 weder toxisch noch explosiv oder teuer.[2®8"

80
Abbildung 55: Selectfluor® 80

Fir die Umsetzungen wurden 2.0 Aquivalente Selectfluor® 80 verwendet. Im Fall vom
Galactal 79 verlief die Reaktion aufgrund der axialen Stellung der 4-Hydroxygruppe

hochselektiv zum 2-&quatorial konfigurierten Produkt.

AcO _OAc Selectfluor® 80, DMF, AcO PAC
3 memnm Ny
AcO = 0 - AcO
30% F “OH

Abbildung 56: Syntheseschema zur Darstellung der fluorierten Galactose 81

Mechanistisch gesehen findet eine syn-Addition an die Doppelbindung des
Galactals 79 statt. Aus sterischen Griinden greift Selectfluor®80 von der
gegenuberliegenden Seite der axialen Gruppe elektrophil an, wobei die aquatorial
fluorierte  Zwischenverbindung 82 in der thermodynamisch  stabileren
“Ci-Konformation gebildet wird, die dann unter heterolytischer Dissoziation zu dem
energetisch glnstigeren fluorierten Carbokation umgesetzt wird. Anschlie3end greift
eine Hydroxygruppe das positiv geladene, anomere C-Atom des cyclischen

Carboxoniumions nucleophil an, wobei die Produkte gebildet werden.#8:8°
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OAc (\ s OAC OAc

ACO% Aco/\/&‘ + ACO%@ °
F 80 r\g
N 2 () ;
N@

o—Syn-Addition

Cl
in 4C4-Konformation

thermodynamisches Zwischenprodukt

_ L

OAc OAc OAc
AcO/\/$ ACOW( \ ACO/\/$LH
- OH
i 84 \__/OH Glc 86

Gal 81

Abbildung 57: Reaktionsmechanismus zur elektrophilen Fluorierung mit Selectfluor® 80

Im Fall vom Glucal 78 verlief die elektrophile Fluorierung aufgrund der &quatorialen
Stellung aller Hydroxygruppen nicht selektiv. Da es keinen Unterschied in der
sterischen Hinderung fir die beiden Seiten gibt, kann Selectfluor® 80 von beiden
Seiten  elektrophil  angreifen. Es werden die &quatorial fluorierte
Zwischenverbindung 82 und die axial fluorierte Zwischenverbindung 83, jeweils in der
thermodynamisch stabileren “Ci-Konformation, gebildet und anschlieBend unter
heterolytischer Dissoziation zu den energetisch gunstigen fluorierten Carbokationen
umgesetzt. Anschliel3end kann der nucleophile Angriff sowohl bei der Glucose-, wie
auch bei der Galactose-Verbindung von beiden Seiten des cyclischen
Carboxoniumions stattfinden. Aufgrund der axialen Stellung des Substituenten an der
2-Position erfolgt der nucleophile Angriff bei der manno-konfigurierten Verbindung 83
nur von der entgegengesetzten Seite der axialen Gruppe und bildet somit

ausschliefRlich das a-Anomer.

Bei der Umsetzung vom Glucal 78 mit Selectfluor® 80 wurde demnach eine Mischung
aus dem a-Anomer der 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-Mannose 85 und einem
a/B-Gemisch von 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-Glucose 86 im Verhdltnis 1:1
erhalten. Die Trennung der Verbindungen 85 und 86 konnte durch Acetylierung der
anomeren Position und anschlieBende Saulenchromatographie erfolgen. Nach
erfolgter Separierung konnte durch Reaktion mit Hydraziniumacetat die gewinschte
freie Hydroxygruppe an C1 zuriickgewonnen werden.
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OAc  Selectfluor®80, DMF, OAc OA|C=
Aco® H,0, 20 h, Rt _ AcO Q 4+ AO -0

AcO = - AcO AcO
40% F “OH O
78 86 1:1 85
Ac,0, Pyridin,

202h, Rty quant.

OAc OAc

F

AcO Q -
AcO - + AX(C)

OAc OAc
1:1
44% 79%
DMF, Hydraziniumacetat,
16 h, 50 °C - Rt
OAc OAc
F
AcO Q AcO %o
AcO AcO
F "OH
86 85 OH

Abbildung 58: Syntheseschema zur Darstellung der fluorierten Glucose 86 und Mannose 85

Ziel war es, aufgrund der in der Natur vorkommenden a-konfigurierten
Zuckernucleotide, die a-Phosphate der fluorierten Verbindungen zu erhalten,
weshalb zur Phosphorylierung der Verbindungen 81, 85 und 86 auf die bereits
beschriebene Phosphoramidit-Methode zuriickgegriffen wurde.[”® Dazu wurden diese
mit Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 66 in Gegenwart  von
Dicyanoimidazol 67 als Aktivator phosphoryliert und im Anschluss mit
meta-Chlorperbenzoesaure oxidiert. In allen Fallen entstand das thermodynamisch
stabilere a-Phosphat im Uberschuss. Die Phosphorylierung erfolgte im Fall der
manno-fluorierten Verbindung 85 a-anomerenrein mit einer Ausbeute von 78%, was
auf die besonders gunstige trans-diaxiale Stellung der Substituenten an C1 und C2
zurtckzufihren ist.

Um die Anomerengemische der Gluco- und Galacto-Derivate 87 und 88
saulenchromatographisch zu trennen, wurden verschiedene Gradienten des
Laufmittels Petrolether und Ethylacetat verwendet. Allerdings konnten die Anomere
trotz mehrfacher Versuche nicht voneinander getrennt werden und wiesen beide ein
Verhdaltnis von a:=1.0.4 auf. Das Anomerengemisch des benzylgeschitzen
Phosphats 87 wurde mit einer Ausbeute von 65% und das Anomerengemisch des

benzylgeschitzten Phosphats 88 mit einer Ausbeute von 69% erhalten.
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OAc
NO
A
F “oH
Glc 81
Gal 86
Man 85
1. DCI, Dibenzyl-N,N-diisopropyl- Glc 87: 69% (c:p=1:0.4)
phosphoramidit, CH,Cl,, Gal 88: 65% (a:p=1:0.4)
16 h,0°C-Rt Man 89: 78% (reines a)
2. mCPBA, 4 h, 0 °C - Rt
OAc OAc 0
N e Q I
= + 22— I\
AcO \/-ﬁ ﬁ AcO \/$/o Losn
O~ '\~ 0Bn
OBn

Glc90: 61% (a:p=1:0.4)
H,, Pd/C, Et3N, Dioxan, 4 d, Rt Gal 91: 83% («:p=1:0.4)
Man 92: 57% (reines a)

OAc
A 0% i
cO~«
F O/P\\O(9 ®
OH Et;NH

Abbildung 59: Syntheseschema zur Darstellung der fluorierten Pyranosyl-Phosphate

Nach hydrogenolytischer Spaltung der Benzyl-Schutzgruppen wurden die Phosphate
erhalten. Hierbei wurde das 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-Glucosyl-Phosphat 90
in Form des Trietylammoniumsalzes in einer Ausbeute von 61% erhalten. Das
Anomerenverhdltnis blieb unverdndert bei a:3=1:0.4. Gleiches konnte fir
3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-Galactosyl-Phosphat 91 in Form des
Trietylammoniumsalzes beobachtet werden, welches in einer Ausbeute von 83%
dargestellt werden konnte. Das 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy2-Fluor-a-D-Mannosyl-
Phosphat 92 wurde a-anomerenrein in Form des Trietylammoniumsalzes in einer

Ausbeute von 57% erhalten

Zwar konnen aufgrund der erhaltenen Anomerengemische nach erfolgreichen
Kupplungen zu den NDP-Pyranosen ebenfalls nur Anomerengemische erhalten
werden, dennoch kann die Einfihrung dieser Modifikation das groRRe
Anwendungsspektrum der Synthesemethode zeigen (siehe Abschnitt 4.4.2.2,
Seite 80-83).
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Versuch der Synthese von 6-Desoxy-6-Fluor-Glucopyra  nosyl-Phosphat

Die in der Natur grofdtenteils vorkommenden Positionen einer Fluorierung sind die
2-Position und die 6-Position. Daher lag es nah, nach der erfolgreichen Darstellung
der 2-fluorierten Derivate ebenfalls die Einfihrung eines Fluoratoms in die 6-Position
synthetisch zu erzielen und davon ausgehend die jeweiligen Pyranosyl-Phosphate
darzustellen.

Hierfir wurde ein génzlich anderer Weg eingeschlagen, der auf einer nucleophilen
Substitution beruht. Es ist eine gangige Methode, freie Hydroxygruppen durch Fluor
zu substituieren, was in der Regel mit Hilfe von Diethylaminoschwefeltrifluorid 93
(DAST) gelingt. Als Flussigkeit ist DAST 93 leichter zu handhaben als das

gasformige und giftige Schwefeltetrafluorid, das alternativ verwendet wird.®

Abbildung 60: DAST 93

Unabdingbar ist hierfur natirlich der Baustein 94, der durch selektive Blockierung der
6-Position mittels TBDMS-CI und anschlie3ender ,one-pot“ Acetylierung aller freien
Hydroxyfunktionen, gefolgt von der selektiven Entschiitzung der 6-Position erhalten

werden kann.?Y

OH OTBDMS OH
ACO 1 = AcO ) —> HO O
OAc

OAc
94 OH

Abbildung 61: Retrosyntheseschema zur Darstellung der 6-OH-freien Verbindungen 94

Die Darstellung des 6-OH-freien Bausteins 94 ist jedoch aufgrund einer hohen
4,6-Wanderungstendenz bei gluco- und manno-konfigurierten Derivaten der
Acetylgruppe stark limitiert.®? Das Nebenprodukt (die 4-OH-freie Verbindung 95)
wird bereits wahrend der Abspaltung der TBDMS-Gruppe mittels Triethylamin-
Trihydrofluorid gebildet. Wahrend der saulenchromatographischen Aufarbeitung
nimmt die Bildung von Verbindung 95 weiter zu. Daher ist die Darstellung des
6-OH-freien Bausteins 94 auf Kleinstmengen beschrankt. Zudem wird auch bei einer
schnellen Umsetzung und Chromatographie immer ein Gemisch aus beiden

Verbindungen erhalten.
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OH OAc
AcO O HO O
AcO Sl AcO
OAC " 0OAc OAC OAc
94 95

Abbildung 62: 4,6-Wanderung der Acetylgruppe

Daher sollte von der in 6-Position tosylierten Verbindung ausgegangen werden. Alle
anderen Hydroxyfunktionen waren mit Acetylgruppen blockiert, um eine selektive
Fluorierung zu erzielen. Nach erfolgreicher Einfihrung des Fluoratoms in die
6-Position sollten die peracetylierten Verbindungen in die korrespondierenden
Phosphate tberfuhrt werden, was sowohl nach der Phosphoramidit-Methode (fur die

o-Anomere), wie auch auf dem Konigs-Knorr-Weg (fur die B-Anomere) gelingen

sollte.
F F OTs
CO = I — cO™y —> AcOX
O/IID\ N""AOAC N’\'\,OAC
o OH 96
e

Abbildung 63: Retrosyntheseschema zur Einflihrung des Fluoratoms in die 6-Position

Die Fluorierung sollte durch Umsetzung mit Tetra-n-Butylammoniumfluorid 97 (TBAF)
ebenfalls durch eine nucleophile Substitution der Tosylgruppe erfolgen. TBAF 97 ist
ein Reagenz zur Fluorierung durch nucleophile Substitution einer geeigneten
Abgangsgruppe und verspricht schnelle Reaktionen bei Raumtemperatur. Neben
seiner  Funktion als Fluorid-lonenquelle  dient TBAF97 auch als
Phasentransferkatalysator. Es ist zugleich eine milde Base und l6slich in organischen

Ldosungsmitteln.
FO
‘\ﬂ@/_/i
ataaNl

97
Abbildung 64: TBAF 97
Das Tosylat stellt hierbei einen Kompromiss aus einem einerseits relativ stabilen,

isolierbaren und lagerfahigem Synthesebaustein und andererseits einer recht
reaktiven Verbindung mit guter Austrittsgruppe dar. Weitaus bessere
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Austrittsgruppen hingegen sind Triflate, welche allerdings aufgrund ihrer sehr hohen
Reaktivitat wenig lagerbestandig sind und daher ,,one-pot” weiter umgesetzt werden

sollten.!®®

In ersten Versuchen wurde auf konventionelle Reaktionsbedingungen vertraut, wozu
Verbindung 96 in bereits vorgefertigter 1 M TBAF-Losung in Tetrahydrofuran gelost
wurde. Es wurden 2.0 Aquivalente dieser LOsung verwendet und die
Reaktionslésung sowohl fur 90 Minuten wie auch fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Da in beiden Fallen keine vollstindige Umsetzung des
Eduktes beobachtet werden konnte, wurde ein weiterer Ansatz mit 5.0 Aquivalenten
fur 4 Tage bei 66 T gerthrt. Leider wurde auch dabei nur ein Edukt/Produkt-
Gemisch erhalten, weshalb fir eine vollstandige Umsetzung des Edukts weitere
Reaktionen unter Verwendung der Mikrowelle bei 150 W durchgefuhrt wurden.
Hierfur wurden zunachst wieder 2.0 Aquivalente an TBAF 97 (1 M in THF) eingesetzt
und verschiedene Temperaturen angewendet. Mit zunehmender Temperatur der
Mikrowellenreaktionen (40 C, 60 C, 80 C) verscho b sich das Edukt/Produkt-
Verhaltnis zu Gunsten des Produkts. Wurde die Temperatur weiter erhéht (100 C,
120 C), kam es zu einer Zersetzung des Edukts. Dah er wurden die weitern Ansétze
bei einer Temperatur von 80 T durchgefuhrt. Hierbe i wurden bei einer verlangerten
Reaktionsdauer mittels Dunnschichtchromatographie neben dem Edukt/Produkt-
Gemisch zusatzlich Nebenprodukte detektiert. Diese Spots hatten geringere
Ri-Werte als das Edukt bzw. Produkt. Aufgrund der basichen Reaktionsbedingungen
kann hier eine partielle Deacetylierung von sowohl Edukt als auch Produkt vermutet
werden. Zur Vermeidung der Deacetylierung wurde dem Reaktionsansatz Essigsaure
zur Pufferung der basischen Reaktionsbedingungen beigegeben. Hier wurden zwar
erneut Nebenprodukte erhalten, allerdings auch kein negativer Einfluss auf die
Reaktion festgestellt, weshalb der Zusatz von Essigsaure beibehalten wurde. Auch
die Erhéhung auf 3.0 Aquivalente TBAF 97 fiihrte zu keiner vollstandigen Umsetzung
des Eduktes. Unter Verwendung von 5.0 Aquivalenten TBAF 97 konnte zum ersten
Mal ein vollstindiger Umsatz des Edukts erreicht werden. Nach der
saulenchromatographischen Reinigung des Reaktionsansatzes konnte das Produkt
mit einer Ausbeute von 10% isoliert werden. Dabei handelte es sich um
2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Fluor-D-Glucose 98, also die am anomeren Zentrum

bereits deacetylierte Verbindung.
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In den Abbildungen 65 und 66 sind das '*F-NMR- sowie das ‘H-NMR-Spektrum

dieser Verbindung zu sehen.

[32]

0

[{e)

o

N

F [
AcO 0
AcO
OAc "OH
98
0 40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 -200 -220 -240

Abbildung 65: °F-NMR-Spektrum der 2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Fluor-D-Glucose 98

3x CHsAcetyl
H2, H4, H5
H1
H3 H6 (a)
\ / H6 (b)
E CI) g 3 REY

T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5

Abbildung 66: lH-NMR-Spektrum der 2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Fluor-D-Glucose 98
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Die niedrige Ausbeute ist auf die Bildung der deacetylierten Nebenprodukte
zurtckzufiihren, welche bei der saulenchromatographischen Reinigung abgetrennt
wurden. Leider konnte auch der Zusatz grofRerer Mengen Essigsaure die teilweise
Deacetylierung nicht verhindern. Aus diesem Grund wurde in direktem Anschluss an
die Fluorierung unter Standardbedingungen peracetyliert. Auch daraus ergaben sich
allerdings keine zufriedenstellenden Ergebnisse.

Die Abspaltung der anomeren Acetylgruppe aufgrund der basischen Bedingungen
wahrend der Reaktion ist fir die Weiterverwendung zur Synthese des
a-Zuckerphosphats durchaus geeignet, da hierzu die anomere OH-Gruppe
ungeschutzt vorliegen muss. Allerdings konnte diese Synthese zu keinem Zeitpunkt
mit befriedigender Ausbeute durchgefuihrt werden. Des Weiteren erwies sich die
Reproduktion als schwierig, insbesondere bei gro3en Reaktionsansatzen.

Synthese von 2,3,4-Tri- OAc-6-Desoxy-6-Sulfo- a-D-Glycopyranosyl-Phosphat

Die Aufklarung der Biosynthese des in héher entwickelten Pflanzen, Cyanobakterien
und Prokaryoten vorkommenden Membranlipids Sulfochinovosyl-diacylglycerol 99 ist
von besonderem Interesse.®” In Analogie zur Biosynthese von anderen Glycosiden
wird angenommen, dass eine sulfonhaltige NDP-Pyranose an der Biosynthese des
Lipids beteiligt ist.®® Die Verfiigbarkeit dieser NDP-Sulfo-Pyranose wiirde eine
Untersuchung dieser Annahme ermdoglichen. Fur die Darstellung dieses

Zuckernucleotids wird demnach ein sulfonhaltiges Pyranosyl-Phosphat bendtigt.

H2C _O _R1
0.
R,—O—CH
OH 0 CH,

OH

99

Abbildung 67: Sulfochinovosyldiacylglycerol 99

Fur die im weiteren Verlauf dieser Arbeit durchgefuihrte Kupplungsreaktion zur
Darstellung einer NDP-Sulfo-Pyranose, wurde das in der Arbeitsgruppe um

Schmidt et al. synthetisierte 6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-Glycopyranosyl-Phosphat 100
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verwendet.®® Die Syntheseroute zur Darstellung dieser Verbindung umfasst
insgesamt 13 Stufen, wobei die Darstellung des Phosphats durch die
Trichloracetimidat-Methode erfolgt. Die Einfuhrung der Sulfogruppe in der 6-Position
gelingt durch Substitution eines Triflats gegen ein Thiol, welches durch Luftsauerstoff
sofort zum Disulfid oxidiert wird. Durch anschlielende Oxidation mittels
meta-Chlorperbenzoesaure gelingt es, die Disulfidbriicke des Disulfids in die

Sulfogruppe zu tiberfiihren.®”!

P
~
o~ | 0®
O@ 3x
100

Abbildung 68: 6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-Glycopyranosyl-Phosphat 100

Es ist zu erkennen, dass Verbindung 100 nicht in Form des gewdhnlich verwendeten
Triethylammonium-Salzes vorliegt. Zudem befinden sich freie Hydroxygruppen in den
Positionen 2, 3 und 4 und eine negative Ladung an der Sulfogruppe. Durch diese
Veranderungen kann es bei der Kupplungsreaktion bedingt durch die extrem hohe
Polaritat der Verbindung 100 zu Schwierigkeiten bezuglich der Loslichkeit kommen.
Fur die anschlielende Umkehrphasenchromatographie bleibt zusatzlich abzuwarten,

wie sich das Zuckernucleotid mit den Cyclohexylammonium-Gegenionen verhalt.

Aus diesen Grinden sollte eine neue Syntheseroute entwickelt werden, um den
Baustein 101 zu erhalten (Abbildung 69). Dabei sollte das gewiinschte Pyranosyl-
Phosphat auf einem linearen Syntheseweg Uuber lediglich 6 Stufen dargestellt
werden, wiederum ausgehend vom tosylierten Baustein 96. Den SchlUsselschritt
stellte dabei die Einfihrung des Schwefelatoms in die 6-Position dar. Diese sollte
durch Substitution der Tosylgruppe durch eine Thioacetylgruppe erfolgen, woraus die
Zwischenstufe 102 resultiert. Im weiteren Reaktionsverlauf musste eine Verbindung
erzeugt werden, die sowohl die selektive Phosphorylierung an Cl sowie die
Oxidation des Schwefelatoms toleriert. Durch vollstdndige Deacetylierung der
Verbindung 102 sollte zunachst das Thiol generiert werden, welches durch spontane
Oxidation an Luft zum Disulfid weiterreagiert. Durch direkte Umsetzung mit
Essigsaureanhydrid in Pyridin sollten alle freien Hydroxygruppen peracetyliert und
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Verbindung 103 erhalten werden. Im nachfolgenden Schritt musste dann wiederum
die anomere Position selektiv entschitzt werden, um das benzylgeschitzte Phosphat
nach der Phosphoramidit-Methode erhalten zu kdnnen. Die bei dieser Methode
notwendige Oxidation des intermediar erhaltenen Phosphits zum Phosphat gelingt im
Allgemeinen mit meta-Chlorperbenzoesaure. Dieses sollte im gleichen Schritt das
Disulfid  oxidativ spalten und nach hydrogenolytischer Spaltung der
Benzylschutzgruppen das gewilnschte 2,3,4,6-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-

Glycopyranosyl-Phosphat 101 in Form des Triethylammoniumsalzes ergeben.

o _

SO, S—S5—

o) o)
AcO o AcO
Aeo OAc IIDI — Aeo OAc
0N OH
O~ | "OH 4,
101 % o 103
Et;NH

I

OTs SAc

AcO AcO

OAG — OAc

OAc OAc
96 102

Abbildung 69: Retrosyntheseschema zur Darstellung des 2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-

Glycopyranosyl-Phosphats 101 in Form des Triethylammoniumsalzes

Der erste Schritt dieser Reaktionssequenz - die Substitution der Tosylgruppe durch
Thioacetat — gelang durch Umsetzung der Verbindung 96 mit Kaliumthioacetat in
5 Stunden bei 95 T mit einer sehr guten Ausbeute von 98%. Das als Nebenprodukt
anfallende Kaliumtosylat konnte durch Waschen mit gesattigter Natriumchlorid-

Lésung abgetrennt werden.*®!

OTs SAc
0 MeCOSoK, MeCN, o
ACO 5h,95°C AcO
AcO 0 AcO
OAc 98% OAc
9% OAc 102 OAc

Abbildung 70: Synthese der 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-6-Thioacetyl-D-Glucose 102
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Die eingefuhrte Thioacetylgruppe sollte im weiteren Verlauf der Syntheseroute durch
die Oxidation des Schwefelatoms in die Sulfogruppe Uberfihrt werden. Hierfir war
zunachst die Abspaltung der Acetylgruppe am Schwefel notwendig. Da diese
Spaltung nicht selektiv am Schwefel stattfindet, wurde vorerst vollstandig deacetyliert
und durch spontane Oxidation an Luft das Disulfid 105 gebildet. Aufgrund der hohen
Polaritat des vollstandig deacetylierten Disulfids wurde dieses nicht isoliert, sondern
direkt nach Standardbedingungen peracetyliert.*

Die Deacetylierung gelang unter unterschiedlichen Bedingungen. Sowohl die
Verwendung von Natriumhydroxid als Base und Ethanol als Lésungsmittel, als auch
der Einsatz von Natriummethanolat als Base und Methanol als Ldsungsmittel
ergaben das gewulnschte Produkt 106 nach Peracetylierung in Ausbeuten um 65%.
Die Verwendung einer LOosung aus Methanol, Wasser und Triethylamin
im Verhaltnis 7:3:1 lieferte nach Peracetylierung das Disulfid 106 in einer Ausbeute

von 76%.

MeOH, H SH S_g_
Et;N (7:3 o °
AcO 24hRt Ho % o
AcO HO HO
OAc OH “oH OH oH
104 - 105 -2

76% j Ac,O, Pyridin,

24 h, Rt
s—%—
(@)
AcO
AcO
OAc  OAc
L 2
106

Abbildung 71: Synthese des peracetylierten Disulfids 106

Die Entschitzung der anomeren Hydroxygruppe gelang mit 2.4 Aquivalenten
Hydraziniumacetat, das entspricht 1.2 Aquivalenten pro anomerem Zentrum. Hierzu
wurde 106 in N,N-Dimethylformamid gel6st und die Reaktionslosung tber Nacht bei
Raumtemperatur gerUhrt.[76] Es konnte lediglich eine Ausbeute von 39% erzielt
werden. Leider ergab auch die Umsetzung mit Benzylamin nur eine Ausbeute von

25%, der noch Reste des (iberschiissigen Benzylamins anhafteten.!’”!
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i s—5— A) Hydraziniumacetat, DMF, i s—5—
22 h, Rt
0} 39% 0}
AcO > AcO
AcO B) BhNH, THF, 5 h, Rt AcO
OAc ™ OAc ' 25%, OAc OH
L 2 L -2
106 103

Abbildung 72: Synthese der 1-OH-freien Verbindung 103

Die Phosphorylierung nach der Phosphoramidit-Methode gelang durch Umsetzung
von Verbindung 103 mit Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 66 in
Gegenwart von Dicyanoimidazol 67 als Aktivator.[”® Die anschlieBende Oxidation mit
Hilfe von meta-Chlorperbenzoesdure oxidierte zum einen die entstandene
P(IIl)- zur P(V)-Verbindung. Zum anderen konnte gleichzeitig die oxidative Spaltung
der Disulfidbriicke vollzogen werden, wodurch die Bildung der Sulfogruppe gelang.
Die Entstehung des Produkts 107 konnte mittels NMR-spektroskopischen Methoden
(*H-NMR, C-NMR und *WP-NMR) nachgewiesen werden. Es wurde eine
Anomerenmischung der beiden Phosphate erhalten. Leider gelang es auch durch
wiederholte Saulenchromatographie mit Petrolether und Ethylacetat verschiedener
Gradienten nicht, die Anomere voneinander zu trennen. Zudem wies das *P-NMR-
Spektrum zu den Signalen der beiden Anomere bei -2.84 ppm und -3.30 ppm ein
zusétzliche Signal bei 7.69 ppm auf, welches wohl dem oxidierten
Phosphoramidit — dem Phosphoramidat - zuzuordnen ist. Daher kann keine konkrete
Ausbeute fir diesen Schritt angegeben werden. Unter Bericksichtigung dessen,

sollte die Ausbeute in einem Bereich zwischen 50% und 60% liegen.

B Ss—S— 1. DCI, dibenzyl-N,N-diisopropyl- o
phosphoramidit, CH,Cl,, SO;
o) 4h,0°C-Rt o) o
AcO 2. mCPBA, 45 min, 0 °C AcO i
AcO > AcO P
OA NN
¢ “OH (50% - 60%) OAc" "o~ | ~OBn
OBn
- 103 2 107

Abbildung 73: Synthese des benzylgschitzten Phosphats 107 als Anomerengemisch

Da das gewinschte sulfonierte Zuckernucleotid zu diesem Zeitpunkt schon
ausgehend vom Pyranosyl-Phosphat 100, erhalten aus der Arbeitsgruppe um
Schmidt et al., synthetisiert wurde, sollte hier nur noch ein grundsatzlich

praktizierbarer, neuer Syntheseweg entwickelt werden, der eine verkirzte
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Reaktionssequenz aufweisen und das sulfonierte Pyranosyl-Phosphat in einer durch
die Acetylgruppen bedingt besseren Léslichkeit liefern sollte.

Aus diesem Grund wurde die erhaltene Anomerenmischung der benzylgeschutzten
Phosphate einer hydrogenolytischen Spaltung unterzogen. Hierbei konnte das
2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-Glycopyranosyl-Phosphat 101 in  Form des
Triethylammoniumsalzes zwar erhalten werden, allerdings kam es zur Bildung
weiterer Nebenprodukte, die nicht von der Anomerenmischung des Phosphates

entfernt werden konnten.

e) S
SO, SOz
ACO O ﬁ Hy, Pd/C, EtzN, Dioxan, 10d, Rt pcO 0 ﬁ
AcO P > AcO P\
0Ac o~ | S0oBn OAc “Wwo~" | SOH
OBn Og ®
107 101 EtNH

Abbildung 74: Synthese des Pyranosyl-Phosphats 101 als Anomerengemisch

Im Vergleich zu der 13-stufigen Syntheseroute nach Schmidt et al., konnte diese
Reaktionssequenz einen Zugang uber lediglich 6 Stufen liefern, allerdings bedarf es
noch Optimierungen.

Das gewtnschte Produkt wirde zudem in einer besseren Loslichkeit vorliegen,
bedingt durch die Acetylschutzgruppen in den Positionen 2, 3 und 4. Da das
Syntheseprotokoll zu den Zielverbindungen eine abschlieRende Entschitzung
vorsieht, sollte auf diesem Weg die Darstellung der NDP-Sulfo-Pyranosen méglich

sein.

-62 -



- Resultate und Diskussion -

4.3.2 Darstellung der Neuraminsaure-Derivate

Im Verlauf dieser Arbeit sollte die Syntheseroute zur Darstellung von
NDP-Pyranosen auf NMP-Pyranosen Ubertragen und somit monophosphat-
verbruckte Zuckernucleotide hergestellt werden. Der popularste Vertreter dieser
Verbindungsklasse ist die CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 als aktivierter
Sialinsduredonor. Aus diesem Grund war es zunachst nétig, die natdrlich
vorkommende N-Acetylneuraminsdure 22 mit entsprechenden Schutzgruppen zu
versehen, sodass Nebenreaktionen ausgeschlossen werden konnten. Des Weiteren
sollten auch von diesem Nucleophil modifizierte Derivate fur die anschlieRenden

Kupplungsreaktionen synthetisiert werden.

Darstellung des geschutzten Neuraminsaure

Fur eine selektive Reaktion der C2-Hydroxygruppe mit dem cycloSal-Nucleotid
wurden alle nicht an der Umsetzung beteiligten reaktiven Positionen zunachst
blockiert. Zusatzlich ist dadurch eine Verbesserung der Loslichkeit in organischen

Ldsungsmitteln gewahrleistet.

HO OH OH HO OH OH
Dowex (H*), MeOH,
20 h, Rt

HOL 0 COOH ’ > HOL 0 COOMe
N quantitativ N
Oj/ HO Oj/ HO
108
22

quantitativ | 1. AcCl, 20 h, 0 °C - Rt
2. AcCI/MeOH, 20 h, 0 °C - Rt

AcO OAC OH AcO OAC Cl
Ag,CO3 Aceton /Hy0,

AcOln o COOMe :30 min, Rt ACO|'-|' \

H
N N
Oj/ AcO OT AcO

28 109

Abbildung 75: Syntheseschema zur Darstellung der geschiitzten Neuraminsaure 28

6] COOMe

82%

Der erste Schritt besteht in der Veresterung der Saurefunktion in Methanol in
Anwesenheit des sauren lonentauschers Dowex [50W-X8 (H")] als Katalysator.
Der resultierende Methylester 108 entstand quantitativ und konnte ohne weitere
Reinigung direkt peracetyliert werden. Hierzu wurde der Methylester 108 bei 0 €T in

Acetylchlorid suspendiert und Uber Nacht in einer geschlossenen Reaktionsapparatur

-063 -



- Resultate und Diskussion -

bei Raumtemperatur gerthrt. Nach der Entfernung des Acetylchlorids unter
vermindertem Druck wurde der erhaltene Feststoff erneut bei 0 T mit Acetylchlorid
und Methanol versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur im verschlossenen
ReaktionsgefaR gertihrt.'®? Auch diese Reaktion verlief quantitativ und lieferte die
vollgeschitzte Verbindung 109. Es handelt sich hierbei um eine Additions-
Eliminierungs-Reaktion, bei der ein nucleophiler Angriff der Alkoholfunktion am
Carbonylkohlenstoffatom des Acetylchlorids erfolgt. Nach der Peracetylierung
erfolgte eine Syl-artige Substitution der acetylgeschitzten Hydroxyfunktion am
anomeren Zentrum durch das intermediar erzeugte HCI. Hierbei entstand aufgrund
seiner hoheren Stabilitat selektiv das [(-Anomer. Die Wiedereinfihrung der
Hydroxygruppe an C2 gelang in einem Aceton/Wasser-Gemisch (4:1) in Gegenwart
von Silbercarbonat bei Raumtemperatur.’® Nach saulenchromatographischer
Reinigung wurde das gewiinschte Produkt 28 in einer sehr guten Ausbeute von 82%
Uber die drei Stufen erhalten. Die Bildung des schwerléslichen Silberchlorids war
dabei die Triebkraft der Reaktion. Aufgrund des anomeren Effektes wurde das

vollstdndig geschuitzte Halbacetal der Neuraminsaure 28 als 3-Anomer erhaten.

5x CHsAcetyl
AcO OAc OH
ACO“ ) o) COOMe OCH3
o N ¢
j/ AcO
28
H5, H6 H3 (ax & eq)
H7 HO (a) Hg\jb) \

Abbildung 76: "H-NMR-Spektrum der geschitzten Neuraminséure 28
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An dieser Stelle soll nicht detaillierter auf die zuvor beschriebene Reaktionssequenz
eingegangen werden, da es sich dabei um eine bereits etablierte Syntheseroute
handelt. Aus diesem Grund wird mit der Reaktionssequenz zur Modifizierung der

Neuraminsaure fortgefahren.

Darstellung der modifizierten Neuraminséure-Derivat e
Die Gruppe der Sialinsduren besteht aus einer Vielzahl von N- bzw. O-acylierten
Derivaten der Neuraminsaure, welche alle acide Aminozucker mit einem Grundgerust

31 Modifikationsméglichkeiten ergeben sich vor

aus neun Kohlenstoffatomen sind.
allem durch die Wahl des sich an der Aminofunktion befindenden Restes. Hier ist
neben dem gebrauchlichen Acetyl-Rest (11) auch haufig ein Glycolyl-Rest (12) zu
finden. Dieser ist in Saugetieren, allerdings nicht im Menschen, anzutreffen. Aus
diesem Grund sollten modifizierte Neuraminsaure-Derivate synthetisiert werden,
deren Modifikation sich an der Aminogruppe befindet. Bei den gewilnschten
Modifikationen handelt es sich um die N-Propanoyl- (110), die N-Butanoyl- (111) und

die N-Pentanoyl-Gruppe (112) sowie die N-Cyclopropylcarbonyl-Gruppe (113).

AcO OAC COOMe

R:

(0]
Propanoyl o) Butanoyl /o) Pentanoyl 0 Cyclopropylcarbony!

H,sC C,Hs CsHy7
o} 5 ¥

110 111 112 113

Abbildung 77: Gewilinschte Modifikationen

Um Modifikationen an der Aminofunktion einfihren zu kdénnen, ist die Spaltung der
Acetylgruppe unabdingbar. Allerdings resultiert daraus das freie Amin, welches in der
offenkettigen Form der Neuraminsaure die Ketofunktion an C2 angreifen wirde.
Unter Wasserabspaltung bildet sich ein &ulerst stabiler Flnfring, eine
Schiff'sche Base 114 (Abbildung 78).1*%?!
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HO OH OH HO OH
0
HOI|_I| " o COOH - HOMe> OH COOH
N HoN
Oj/ HO HO —
OH
-
-

COOH

114

Abbildung 78: Schema zur Bildung der Schiff’schen Base 114 bei freiem Amin der Neuraminsaure

Zur Vermeidung dieser Reaktion soll die Ring6ffnung durch eine glycosidische
Schutzgruppe verhindert werden. Diese muss sowohl stark basischen als auch stark
sauren Bedingungen standhalten, weshalb O-Glycoside aufgrund ihrer Saurelabilitat
nicht in Frage kommen. Gleichzeitig muss sich die Schutzgruppe nach vollzogener
Modifizierung selektiv abspalten lassen.

Aus vorherigen Arbeiten war bekannt, dass sich Thioglycoside deshalb besonders

193] sje erfiillen die Anforderung der Stabilitat unter sauren und basischen

gut eignen.
Bedingungen und lassen sich innerhalb kurzer Zeit durch NBS in Aceton mit Wasser
abspalten.'® Der Schwefel in Thioglycosiden ist ein weiches Nucleophil und reagiert
daher selektiv mit weichen Elektrophilen wie Schwermetallkationen und Halogenen.
Sauerstoffatome in Kohlenhydraten stellen dagegen harte Nucleophile dar und

konnen daher selektiv neben dem Schwefel funktionalisiert werden.[*%!

AcO OAc cl AcO OAc COOMe
PhSH, 1M Na,CO5 EE,

3h, Rt
AcOlY 0~ ~COOMe AcOlY 0 S—@
o N 70% o N
j/ AcO j/ AcO

109 115

Abbildung 79: Reaktionsschema zur Darstellung des Thiophenylglycosids der Neuraminsaure 115
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Die Darstellung des Thioglycosids 115 gelang wiederum durch Reaktion des
peracetylierten Neuraminsdure-Chlorids 109. Dieses wurde mit Thiophenol
umgesetzt, wodurch das Thiophenylglycosid 115 entstand.**%! Das Chlorid wurde
dabei in einer phasentransferkatalysierten Glycosylierung unter anomerer Inversion
gegen das Thiophenol ausgetauscht. Aus diesem Grund entsteht
aus 1,2-cis acetylierten Glycosylhalogeniden das 1,2-trans Thioglycosid.
Als  Zwei-Phasen-System wurde  Ethylacetat/Wasser verwendet, waobei
Tetra-n-butylammoniumhydrogensulfat als Phasentransferkatalysator diente. Die
Verbindung 115 konnte in einer Ausbeute von 70% dargestellt werden. Die
vergleichsweise geringe Ausbeute dieser phasentransferkatalysierten Reaktion lasst
sich durch die Bildung des Glycals der Neuraminsaure 116 (siehe Abbildung 80)
erklaren, die bei basisch katalysierten Reaktionen von Neuraminsdurehalogeniden
durch Eliminierung des axialen Protons an C3 und konzertierter Eliminierung des

Chlorids an C2 unter basichen Bedingungen immer zu finden ist.**”]

HO OH
\ COOH
HO! o

Y

Abbildung 80: Glycal der Neuraminsaure 116

H
N=Ho

116

Das nach vollstandiger Entschitzung der Neuraminsaure erhaltene freie Amin sollte
ohne Isolierung in einer Eintopfreaktion direkt zur Modifizierung verwendet werden.
Sollte die vollstdndige Entschiitzung beziehungsweise die anschlielende Reaktion
zum modifizierten Derivat nicht vollstandig verlaufen, wirde das Edukt erhalten
werden. Dieses sollte im Vergleich zu den verwendeten Modifikationen eine
geringere Polaritdt aufweisen, weshalb eine saulenchromatographische Trennung
moglich sein sollte.

Zur vollstdndigen Deacetylierung des Thioglycosids 115 wurde dieses in Methanol
gelést und mit 9.0 Aquivalenten Methansulfonsaure versetzt. Es wurde fir
24 Stunden unter RuUckfluss erhitzt und die Bildung des freien Amins
dunschichtchromatographisch durch Ansprihen mit Ninhydrin-Losung detektiert. Bei
langeren Reaktionszeiten ging die Konzentration des Amins zuriick und es kam zur
Bildung von Zersetzungsprodukten. Daher wurde nach 24 Stunden auf

Raumtemperatur abgekuhlt und durch Zugabe von Triethylamin neutralisiert. Durch
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weitere Zugabe von Triethylamin wurden die fur die Acylierung notwendigen
basischen Bedingungen geschaffen. Die Modifizierung konnte durch die Verwendung
der jeweiligen kommerziell erhéltlichen Anhydride erfolgen. Lediglich das Anhydrid
der Cyclopropylcarbonyl-Modifikation wurde aus Cyclopropanséaurechlorid mit TBA-Br
und 20%-iger NaOH in einer phasentransferkatalysierten Synthese hergestellt und

konnte in einer Ausbeute von 39% erhalten werden.

AcO. OAC COOMe
1. Aol 1.
cOle
L~ )
OT AcO
OH COOMe COOMe
HO 115 HO OH
HOY’ O 5‘@ HOI S
O N @ O
Y Ho HoN
HO
‘2 z'j
COOMe
HO OH COOMe HO OH
HOJ» o S‘@ 1. MsOH, MeOH, 24 h, Reflux HopL: 0 s—@
§ 2. (RCO),0, EtsN, 1h, 0°C 0w _N
OT HO 3. Ac,0, Pyridin, 14 h, Rt Y RO
R
‘s 3[
COOMe
AcO OAC COOMe AcO, OAc

) AcOl1+
T AcO OY Yo

R

Abbildung 81: Ubersicht zur Einfiihrung der Modifikationen an der Neuraminséaure

Zur Erhdéhung der Selektivitat und zur Vermeidung einer vorzeitigen Veresterung des
Acylierungsmittels mit dem alkoholischen Losungsmittel, wurde die Reaktionslosung
auf 0 T gekihlt und anschlieBend mit 2.0 Aquivalenten des jeweiligen Anhydrids
versetzt. Nach vollstdndiger Umsetzung des Amins wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der Rickstand mit Essigsaureanhydrid in Pyridin peracetyliert.
Die Ausbeuten lagen nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung
bei bis zu 77% (Abbildung 81).
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Um die fur die anschlieRende Kupplunsreaktion benétigte Hydroxyfunktion an C2
zurickzugewinnen, wurden die Thioglycoside 117-120 nach erfolgreicher
Modifizierung und Saulenchromatographie wieder gespalten. Dieses gelang durch
Reaktion mit 2.3 Aquivalenten NBS in einem Gemisch aus Aceton und Wasser im
Verhaltnis 20:1. Die modifizierten Neuraminsaure-Derivate 121-124 konnten in
Ausbeuten zwischen 30% und 83% erhalten werden.'® Diese Ausbeuten stellen
nicht durchweg gute Ergebnisse dar, allerdings wurde jede Synthese lediglich einmal

durchgefiihrt und ist somit nicht reprasentativ.

COOMe

%O

1. MsOH, MeOH, 24 h, Reflux
2. (RCO),0, Et3N, 1 h,0°C
3. Ac,0, Pyridin, 14 h, Rt

COOMe AcO OAc OH
w _@ NBS, Aceton \{Vasser AcOll_;' o COOMe
N

R

Propanoyl 117: 58%

Butanoyl 118: 77%

Pentanoyl 119: 66%
Cyclopropylcarbonyl 120: 29%

Propanoyl 121: 83%

Butanoyl 122: 64%

Pentanoyl 123: 30%
Cyclopropylcarbonyl 124: 34%

Abbildung 82: Syntheseschema zur Darstellung der modifizierten Neuraminsaure-Derivate

Abbildung 83 zeigt das *H-NMR-Spektrum der 2-OH-freien N-propanoyl-modifizierten
Neuraminsaure 121. Auch die anderen modifizierten Derivate konnten in reiner Form
erhalten werden und somit als Nucleophile in der anschlie3enden Kupplungsreaktion

eingesetzt werden.
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4x CHzAcetyl
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Abbildung 83: *H-NMR-Spektrum des Methyl-5-N-propanoyl-4,7,8,9-tetra-OAc-3,5-didesoxy-B-D-
glycero-D-galacto-2-nonulopyranosylat 121

Im vorangegangenen Abschnitt wurden zunéachst die Synthesen zur Darstellung der
cycloSal-Nucleotide und im weitern Verlauf die Synthesen zur Darstellung der
verschiedenen Nucleophile beschrieben. Es lagen folglich die beiden Bausteine vor,
die fur die anschlieenden Kupplungsreaktionen bendtigt wurden. Im Folgenden

werden die Synthesen der verschiedenen Zielverbindungen beschrieben.
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4.4 Synthese der Nucleosid Diphosphat Pyranosen

Wie bereits erlautert wurde das cycloSal-Konzept urspriinglich als Prodrug-System
zur intrazellularen Freisetzung von Nucleosidmonophosphaten entwickelt.*®! Da
diese Freisetzung lediglich aus dem Angriff eines Nucleophils - OH" - resultiert und
somit nicht auf einer enzymatischen Aktivierung basiert, kann diese Methode auch
zur Darstellung von Nucleosidmonophosphaten im Labormalistab herangezogen

werden.

4.4.1 Synthese der nattrlich vorkommenden NDP-Pyran  osen

Silke Wendicke fuhrte die Synthese der NDP-Pyranosen in ihrer Dissertation
erstmals mit Hilfe eines cycloSal-aktivierten Nucleosidmonophosphats und einem
Glycosyl-Phosphat durch.®?3® Dabei wurden die Synthesen sowohl in Pyridin als
auch in N,N-Dimethylformamid durchgefuhrt. Es stellte sich heraus, dass Pyridin eine
Nebenreaktion mit dem cycloSal-Triester eingeht, die zur Bildung eines unreaktiven
Phosphatdiesters  fuhrt. Die Reaktion wurde dementsprechend in
N,N-Dimethylformamid bei 50 T und mit einem Uberschuss von 1.2 Aquivalenten
des jeweiligen Pyranosyl-Phosphats durchgefuihrt, die zu dem vorgelegten Triester
getropft wurden. Die Reaktionszeit betrug lediglich 3 bis 5 Stunden. Da kein Einfluss
des Gegenions auf die Ausbeute festgestellt werden konnte, wurden die NDP-Zucker
weiterhin als Triethylammoniumsalze synthetisiert, um eine mdglichst einfache
Isolierung zu gewahrleisten. Es wurden standardmafig Acetylgruppen als
Schutzgrupen flr cycloSal-Triester und Pyranosyl-Phosphat verwendet, da sich diese
nach der Synthese leicht gemeinsam abspalten lassen. Die anschliel3ende Isolierung
der stark polaren Produkte gelang durch Umkehrphasenchromatographie an
RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent. Die Ausbeuten der Kupplungsreaktionen mit

anschlieBender Deacetylierung bewegten sich um 50%.

Es konnte damit gezeigt werden, dass die Synthese der NDP-Pyranosen mit
cycloSal-Nucleotiden als aktivierte  Schlisselbausteine eine  zuverlassige,
reproduzierbare Methode liefert. Um die Ausbeuten weiter zu steigern, wurde die
Reaktionssequenz in eigenen Vorarbeiten optimiert. Daraus ergab sich folgendes
Syntheseprotokoll®®, welches auch in dieser Arbeit Anwendung gefunden hat:
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Die Reaktionen wurden weiterhin unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt, um
Feuchtigkeit auszuschlieBen. Allerdings wurden 2.0 Aquivalente des jeweiligen
acetylgeschitzen Pyranosyl-Phosphats in Form des Triethylammoniumsalzes
eingesetzt. Aufgrund der stark hygroskopischen Eigenschaften der Pyranosyl-
Phosphate wurden diese zuvor mehrere Stunden im Vakuum getrocknet. Nach dem
Losen in absolutem N,N-Dimethylformamid wurde fur 1 Stunde Uber aktiviertem
Molekularsieb 4A stehen gelassen, um Reste an Feuchtigkeit zu entfernen.
AnschlieBend wurde 1.0 Aquivalent des cycloSal-Nucleosidmonophosphats,
ebenfalls geldst in absolutem N,N-Dimethylformamid, langsam zu der Lésung des
Pyranosyl-Phosphats getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur
geruhrt und der Umsatz dinnschichtchromatographisch verfolgt (CH,Cl,/MeOH, 9:1).
Nach vollstdndiger Umsetzung des Triesters - nach 18 bis 26 Stunden - wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in Ethylacetat
aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die wassrige Phase wurde
gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde zur Abspaltung der Schutzgruppen in
einem Gemisch aus Methanol, Wasser und Triethylamin im Verhéltnis 7:3:1
aufgenommen und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Nach erneuter
Gefriertrocknung wurde das Rohprodukt mittels Umkehrphasenchromatographie an
RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt. Die Detektion der Produktfraktionen
erfolgte dunnschichtchromatographisch mit einem Gemisch aus iso-Propanol und
1 M Ammoniumacetat-Losung (2:1). Durch nachfolgende Gefriertrocknung wurden

die reinen Produkte als farblose Feststoffe erhalten.

Diese neuen Synthesebedingungen wurden in eigenen Vorarbeiten zunachst an
einigen naturlich vorkommenden Zuckerphosphaten getestet. Hierfir wurde das
5-Nitro-cycloSal-N*-Ac-2",3"-di-OAc-Cytidinmonophosphat 51  verwendet, wodurch
CDP-Glycopyranosen synthetisiert werden konnten. Es konnte eine deutliche

Steigerung der Ausbeuten erzielt werden, welche bei 67 - 86% lagen.%®!
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Abbildung 84: Cytidin-Derivate einiger nattrlich vorkommender NDP-Pyranosen

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die Kupplungsbedingungen auf weitere, nattrlich
vorkommende  Zuckerphosphate angewendet, um die Darstellung der
Cytidin-Derivate zu vervollstandigen. Um aufzuzeigen, dass diese Bedingungen auch
auf andere, natlrliche Nucleoside Ubertragen werden koénnen, bei denen es sich
nicht um Pyrimidinnucleoside handelt, sollten ebenfalls die

Adenosin-Derivate - als Vertreter fur Purinnucleoside - dargestellt werden.

Die Synthesen wurden allesamt nach dem zuvor beschriebenen Syntheseprotokoll
durchgeftuihrt. Die gewlnschten NDP-Pyranosen konnten dadurch in zum Teil sehr
guten Ausbeuten von bis zu 88% dargestellt werden.*%®!

Die naturlich vorkommenden NDP-Pyranosen sind in den
Abbildungen 84 (C-Derivate) und 85 (A-Derivate) mit den erzielten Ausbeuten
abgebildet.
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Abbildung 85: Adenosin-Derivate einiger nattrlich vorkommender NDP-Pyranosen

Nachdem die Isolierung der NDP-Zucker durch Umkehrphasenchromatographie
gelang, sollten sie durch sorgfaltige Analytik charakterisiert werden. Der Nachweis,
dass es sich bei den synthetisierten Verbindungen tatsachlich um Zuckernucleotide
handelt, wurde zunachst mit Hilfe von NMR-spektroskopischen Methoden in

deuteriertem Wasser gegeben.

Im Folgenden werden exemplarisch die Spektren von ADP-a-D-Mannose 134
abgebildet und erlautert.

Im protonenentkoppelten *'P-NMR-Spektrum zeigten alle Zuckernucleotide ein
charakteristisches Bild aus zwei Signalen. Die beiden Phosphoratome erzeugen
durch geminale Phosphorkopplung zwei Dubletts mit charakteristischen

Kopplungskonstanten von 2Jpp ~ 20 Hz im Bereich von -10 bis -13 ppm.
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Abbildung 86: 31P-NMR-Spektrum der ADP-a-D-Mannose 134

In den Abbildungen 87 und 88 sind das *H-NMR- und das *C-NMR-Spektrum von
ADP-a-D-Mannose 134 gezeigt.

Das 'H-NMR-Spektrum liefert einen Signalsatz mit sieben Protonen, die der
a-D-Mannose zu zuordnen sind und einen Signalsatz mit acht Protonen des
Adenosins. Es ist zu erkennen, dass durch die Chromatographie an RP-18 Kieselgel
ein Austausch der Triethylammonium-Gegenionen stattgefunden haben muss. Es
wird davon ausgegangen, dass dieser Austausch gegen Natrium- bzw. Kalium-
Gegeninonen vollzogen worden ist, die im *H-NMR-Spektrum nicht sichtbar sind.

Im *C-NMR-Spektrum sind die typischen Dubletts zu erkennen, die sich aus den
Kopplungen der Kohlenstoffatome des Zuckers (C1, C2) und des Nucleosids (C4’,

C5") mit den Phosphoratomen ergeben.

Neben den NMR-spektroskopischen Untersuchungen diente die Massen-
spektrometrie zur Charakterisierung der NDP-Zucker. Die polaren Zuckernucleotide
bendtigen sehr schonende lonisierungsmethoden, sodass z. B. die

Elektronensprayionisation (ESI) im Negativmodus geeignet ist.

Durch diese analytischen Untersuchungen konnten die synthetisierten

Nucleosiddiphosphatpyranosen eindeutig charakterisiert werden.
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Abbildung 87: *H-NMR-Spektrum der ADP-a-D-Mannose 134
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Abbildung 88: *C-NMR-Spektrum der ADP-a-D-Mannose 134
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4.4.2 Synthese der modifizierten NDP-Pyranosen

Nach der erfolgreichen Darstellung der Cytidin- und Adenosin-Derivate der natirlich
vorkommenden NDP-Pyranosen, sollten modifizierte Zuckernucleotide synthetisiert
werden. Dieses sollte aus zwei Grinden erfolgen: Zum einen sollte durch die
Umsetzung modifizierter Bausteine eine allgemeinglltige Anwendbarkeit der
Methode gezeigt werden. Zum anderen verspricht der Einsatz modifizierter

Zuckernucleotide interessante biologische Anwendungsbereiche.

X
Modifikation §/O

der Pyranose HO/\/AW 9 ﬂ B

0-P—0-P—0
| | O

00 0o Modifikation

des Nucleosids
OH OH(H)

Abbildung 89: Modifizierte NDP-Pyranosen

Bei dem Einsatz von Nucleosidanaloga ist es von besonderem Interesse zu sehen, in
welcher Weise der Enzym-Substrat-Komplex in die Biosynthese von
Oligosacchariden involviert ist. Hierbei kann untersucht werden, ob die selektive
Bindung der NDP-Pyranose durch eine Glycosyltransferase durch Modifikationen am
Heterocyclus oder durch Modifikationen an der Zucker-Einheit des Nucleosids
beeinflusst wird. Durch die Darstellung von NDP-Pyranosen, die ihre Modifikation an
der Pyranose tragen, ergibt sich die Mdglichkeit der gezielten Markierung. Diese
Markierung kann beispielsweise fluoreszenzbasiert sein oder auf der Verwendung
von radioaktiven Gruppen beruhen. Wenn es nun zu einem Ubertrag auf die
Oligosaccharid-Kette kommt, wird die modifizierte Pyranose im idealen Fall in diesen
Strang eingebaut, wodurch sich zahlreiche Anwendungen ergeben. Allerdings kann
es auch vorkommen, dass die Glycosyltransferase, die fur die Verlangerung der
wachsenden Oligosaccharid-Kette verantwortlich ist, das modifizierte Zuckernucleotid
nicht erkennt bzw. umsetzt, wodurch es zu einer Inhibition der Verlangerung kommen
konnte.

Aufgrund der Vielzahl an Mdoglichkeiten, die sich aus der Verwendung von
modifizierten NDP-Pyranosen ergeben, sollten im Rahmen dieser Arbeit einige
Modifikationen - sowohl am Nucleosid, wie auch an der Pyranose - Anwendung

finden.
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4.4.2.1 Synthese der NDP-Pyranosen mit modifizierte  m Nucleosid

Fur die Darstellung der NDP-Pyranosen mit modifiziertem Nucleosid wurden die im
Vorfeld synthetisierten cycloSal-Triester 58-62 (siehe Abschnitt 4.2.3, Seite 31-36)
verwendet. Die dabei verwendeten Nucleosidanaloga sind AZT 32, d4T 31, ddT 55,
isoddA 53 und carba-isoddA 54. Bei diesen Nucleosidanaloga handelt es sich um
Verbindungen, denen die 3'-Hydroxygruppe fehlt. Mit dem carbocyclischen
Nucleosidanalogon carba-isoddA 54 wurde zudem ein Derivat verwendet, bei dem
der Ringsauerstoff durch eine Methylengruppe ersetzt ist. Bei den
Kupplungsreaktionen sollte Gberpruft werden, ob die Modifikationen einen Einfluss
auf den Erfolg der Reaktion haben und das Syntheseprotokoll gegebenenfalls

angepasst werden muss.
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Abbildung 90: NDP-Pyranosen mit modifiziertem Nucleosid
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Die aus den modifizierten Nucleosiden resultierenden cycloSal-Verbindungen 58-62
wurden nach géngigem Syntheseprotokoll mit Glycosyl-Phosphaten umgesetzt,
wodurch die a- bzw. B-Anomere der NDP-Pyranosen 135-140 synthetisiert werden
konnten (Abbildung 89). Die Darstellung gelang fur alle Verbindungen, wobei sich die
Ausbeuten fur die d4T-DP-Pyranosen 135 und 136 im gleichen Bereich bewegten,
wie fur die unmodifizierten Derivate. Fur die anderen Nucleosidanaloga wurden
allerdings niedrigere Ausbeuten erzielt, was an der geringfugig schlechteren Qualitat

der cycloSal-Verbindungen liegen kénnte.**

In den folgenden Abbildungen sind die *'P-NMR- und ‘H-NMR-Spektren fir
d4T-DP-a-D-Glucose 135 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass auch diese

Zielverbindungen in guter Reinheit erhalten werden konnten.
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Abbildung 91: *P-NMR-Spektrum der d4T-DP-a-D-Glucose 135
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Abbildung 92: *H-NMR-Spektrum der d4T-DP-a-D-Glucose 135

4.4.2.2 Synthese der NDP-Pyranosen mit modifizierte r Pyranose

Fur die Darstellung der NDP-Pyranosen mit modifizierter Pyranose wurden die in
Abschnitt 4.3.1.2 (Seite 47-62) synthetisierten Nucleophile verwendet.

Zunachst wurde L-Galactose-B-Phosphat 77 verwendet. Dabei handelt es sich um
eine geringe Modifikation, bestehend aus einem L-konfigurierten Pyranosyl-
Phosphat.

Bei der Verwendung der an der 2-Position fluorierten Pyranosyl-Phosphate 90-92 als
Derivate der Glucose 2, der Galactose 5 und der Mannose 6, sollte zuné&chst die
allgemeingiltige Anwendbarkeit gezeigt werden. Darlber hinaus wurden die
Verbindungen an einen Kooperationspartner fur die Verwendung in biochemischen
Tests Ubersendet.

Zur Darstellung der UDP-a-D-Sulfoquinovose 141 wurde das in der Arbeitsgruppe
um Schmidt et al. synthetisierte 6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-Glycopyranosyl-Phosphat 100
verwendet. Gerade bei diesem Pyranosyl-Phosphat war es interessant zu sehen, ob
die zusatzliche negative Ladung der Sulfonatgruppe eine Anpassung des
Syntheseprotokolls erfordert. Zudem sollte der Einfluss des Cyclohexylammonium-

Gegenionens in Bezug auf Umsatz und Chromatographie untersucht werden.
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Abbildung 93: NDP-Pyranosen mit modifizierter Pyranose

Die verschiedenen Kupplungsreaktionen der modifizierten Nucleophile mit
cycloSal-Nucleosidmonophosphaten wurden nach dblichem Syntheseprotokoll
durchgefiihrt und ergaben in allen Fallen die gewiinschten Produkte.!**

Die UDP-B-L-Galactose 142 konnte dabei durch Kupplung des L-Galactose-3-
Phosphats 77 mit dem 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-OAc-Uridinmonophosphat 50 in einer
Ausbeute von 63% erhalten werden. Im Vergleich zu den D-konfigurierten
Zuckernucleotiden der B-Galactose mit den Nucleosiden Cytidin und Adenosin, die in
Ausbeuten von 76% und 74% erhalten werden konnten, liegt die Ausbeute zwar
leicht darunter, aber alle bewegen sich in einem ahnlichen Bereich.

Die Synthese der fluorierten NDP-Pyranosen gelang durch Umsetzung der fluorierten
Pyranosyl-Phosphate 90-92 mit Verbindung 50. Die Derivate der Glucose und der
Galactose wurden als Anomerengemische erhalten, da die Phosphate der fluorierten
Glucose und Galactose leider ebenfalls nur als Anomerengemische vorlagen. Das
jeweilige a/B-Verhaltnis der eingesetzten Phosphate blieb dabei in den
Zuckernucleotide bestehen. Die Ausbeuten fur das Glucose-Derivat 143 und das
Galactose-Derivate 144 waren mit 72% und 91% sehr gut. Dagegen fiel das
Mannose-Derivat 145 mit lediglich 52% stark ab. Allerdings konnte in diesem Fall

aufgrund der axial-stehenden Hydroxygruppe an der 2-Position das reine a-Phosphat
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synthetisiert werden. Darauffolgend konnte auch die anomerenreine Zielverbindung
erhalten werden.

Die Kupplungsreaktion des 6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-Glycopyranosyl-Phosphat 100 mit
5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-OAc-Uridinmonophosphat 50 gelang lediglich in einer
moderaten Ausbeute von 48%. Ein Grund hierfir ist neben der zusétzlichen
negativen Ladung an der 6-Position sicherlich die schlechte Léslichkeit des
eingesetzten Pyranosyl-Phosphats. Aufgrund der freien Hydroxygruppen an den
Positionen 2, 3 und 4 weist diese Verbindung eine hohe Polaritat auf und war nur
bedingt in N,N-Dimethylformamid l6slich. Wahrend der
Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel konnten keine Unterschiede im
Elutionsverhalten aufgrund der untblichen Cyclohexylammonium-Gegenionen
festgestellt werden.

Im  Folgenden  sind die  *P-NMR- und  'H-NMR-Spektren fir
UDP-a-D-Sulfoquinovose 141 gezeigt. Die Zielverbindungen mit modifizierter

Pyranose konnten in gleicher Weise mit akzeptabler Reinheit erhalten werden.
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Abbildung 94: *P-NMR-Spektrum der UDP-a-D-Sulfoquinovose 141
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Abbildung 95: lH-NMR-Spektrum der UDP-a-D-Sulfoquinovose 141

Aus den in Abschnitt 4.4 beschriebenen Ergebnissen lasst sich ablesen, dass die
Methode zur Darstellung von NDP-Pyranosen mit Hilfe von cycloSal-Nucleotiden
eine breite und allgemeingiltige Anwendbarkeit besitzt. Es konnte gezeigt werden,
dass sich neben den natirlichen Zuckernucleotiden verschiedene modifizierte
Zielverbindungen synthetisieren lassen. Dabei bewegen sich die Ausbeuten meist im
selben Bereich wie fur die unmodifizierten Derivate und liegen nur in einigen Fallen
unter den Erwartungen. Bei diesen Synthesen stellte weniger die abschlieRende
Kupplung den limitierenden Faktor dar, als die Synthesen der separierten

o- und B-Pyranosyl-Phosphate.
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4.4.3 Modifizierung an NDP-Pyranosen

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Synthesen zur Darstellung
modifizierter NDP-Pyranosen beschrieben, bei denen von einem bereits modifizierten
Baustein ausgegangen wurde. In diesem Abschnitt soll nun zunéchst ein
unmodifiziertes Zuckernucleotid synthetisiert werden, welches erst im Anschluss
modifiziert werden soll. Im Fall von modifizierten Bausteinen, die sich aufgrund ihrer
Modifikation nicht als Nucleophil eignen, ergeben sich hieraus noch weitere
Maoglichkeiten der Modifizierung. Folglich kbnnen somit weitere Anwendungsgebiete
erschlossen werden.

In Abschnitt 4.4.2.2 (Seite 80-83) wurde bereits die Synthese zur Darstellung der
UDP-a-D-Sulfoquinovose 141 beschrieben. Um den Einfluss eines
Sulfo-Sustituenten mit dem Einfluss einer Sulfatgruppe vergleichen zu kénnen, sollte
zusatzlich die Sulfat-Gruppe in der 6-Position eingefuhrt werden. Hierzu wurde
zunachst die UDP-a-D-Glucose 1 synthetisiert. Die Darstellung von Verbindung 1
wurde unter Anwendung des standardmafig verwendeten Syntheseprotokolls durch
Kupplung von 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-OAc-Uridinmonophosphat 50 mit
a-D-Glucopyranosyl-Phosphat 71, erzielt.

1. a-D-Glucopyranosyl-

0
ON 05 | NH Phosphat 71, OH 0
1% /g DMF, 4 A, 18 h, Rt HO o
W

o 0
12 h, Rt oH [ |
P, P
50 75% O 1Ny 0 N
OAc OAc 0" Og o)
1 OH OH

SO3-Pyridin, Pyridin,

18 h, Rt
o quantitativer
O\\S _0O Umsatz
e A\
0 o]

146 OH OH

Abbildung 96: Reaktionsschema zur Darstellung der UDP-6-Sulfat-a-D-Glucose 146
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Das Kupplungsprodukt sollte nach Abspaltung der Acetylschutzgruppen und
Chromatographie an RP-18 Kieselgel sulfatiert werden. Dieses gelang durch
Verwendung des Schwefel-Trioxid-Pyridin-Komplexes.'** Die Reaktionslésung
wurde flr 22 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, wobei sich der Sulfatester in der
6-Position bildete. Die deutlich hohere Reaktivitdt der priméren Hydroxygruppe an
der 6-Position gegentuber den restlichen freien Hydroxygruppen lasst eine selektive
Sulfatierung ohne den Einsatz von Schutzgruppen zu. Die Reaktion verlief in Pyridin,
welches eine ausreichend hohe Basizitat besitzt, um die O-H-Bindung zu lockern und
somit die Nucleophilie des Sauerstoffs zu erhéhen. Es konnte ein quantitativer
Umsatz beobachtet werden. Allerdings wird an dieser Stelle keine Ausbeute
angegeben, da es sich nur um einen sehr kleinen Reaktionsansatz handelte. Es
sollte dadurch lediglich die prinzipielle Darstellung modifizierter NDP-Pyranosen auf
diesem ganzlich anderen Weg eroffnet werden. Erganzende Ergebnisse konnten
innerhalb der Arbeitsgruppe von Nathalie Lunau erhalten werden. Hierbei wurde
GDP-6-Amino-5-Desoxy-B3-L-Galactose uber die cycloSal-Methode synthetisiert und

anschlieRend mit einem Farbstoff markiert.[**?!
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4.5 Versuch der Synthese von CDP-Cholin

Beim CDP-Cholin 147 handelt es sich ebenfalls um ein Nucleosiddiphosphat-
Konjugat, bei welchem Cytidin als Nucleosid darstellt. Die Pyranose ist in diesem Fall

gegen Cholin ausgetauscht.

NH,
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Abbildun 97: CDP-Cholin 147

Die Verbindung ist wasserloslich und besitzt eine sehr gute Bioverflugbarkeit.
CDP-Cholin 147 stellt ein Zwischenprodukt des Zellmembranstoffwechsels dar,
welches als essentieller Baustein fir die Biosynthese von Zellmembran-
Phospholipiden benétigt wird.***! CDP-Cholin 147 wird endogen synthetisiert und
stellt den limitierenden Schritt der Phosphatidylcholin-Synthese dar, welches der
wichtigste Stoffwechselschritt zum Aufbau und zur Reparatur von Zellmembranen
ist.'14 Pharmazeutische Studien zeigten, dass oral appliziertes CDP-Cholin 147 sehr
schnell absorbiert wird.**>! Exogen appliziertes CDP-Cholin 147 wird hydrolysiert und
als Cholin und Cytidin absorbiert. Cholin und Cytidin kdnnen weiter verstoffwechselt
werden und passieren beispielsweise die Blut-Hirn-Schranke, um im Gehirn zu
CDP-Cholin 147 resynthetisiert zu werden. Aufgrund seiner Wirkungsweise stellt
CDP-Cholin 147 ein entzindungshemmendes Arzneimittel dar. Es wird bei

nlL1el

Erkrankungen des Zentralen Nervensystems sowie bei Schlaganfalle oder

Herzinfarkten verabreicht.™” In jingster Zeit wird es auch zur Behandlung der

Alzheimer-Erkrankung  eingesetzt.'®

CDP-Cholin 147 als sehr sicher erwiesen.™ In Deutschland ist CDP-Cholin 147 als
®“

In  toxikologischen Tests hat sich

diatetisches Lebensmittel mit dem Handelsnamen ,Ceraxon™ erhaltlich.

Die Kupplungsreaktionen zeigten sich, wie in den vorangegangenen Abschnitten
beschrieben, sehr unempfindlich gegentber Modifikationen an den entsprechenden
Bausteinen. Daher sollte im weiteren Verlauf eine signifikantere Art der Modifikation
Anwendung finden. Hierzu wurde die Darstellung des CDP-Cholins 147 gewahlt, da
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es sich aus den im Vorfeld beschriebenen Griinden um eine auf3erst interessante
Verbindung handelt. Der entwickelte Syntheseplan (Abbildung 98) sah eine Kupplung
des 5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-di-OAc-Cytidinmonophosphats 51 mit dem Cholin-
Phosphat 148 vor. Dieses Phosphat 148 sollte durch Phosphorylierung von

Cholinchlorid 149 erhalten werden.

NH,
o0 N o N~ S0
CIe Os oe O
147 OH OH

@ NHAc

OH
e 0 0
cl 148 °
@ 51 OAc OAc
\l
o on
cl®

Abbildung 98: Rzzosyntheseschema zur Darstellung des CDP-Cholins 139
Die Darstellung des Phosphats 148 sollte zunéchst Uber den Phosphoramidit-Weg
erfolgen, da diese Syntheseroute aus der Darstellung der Pyranosyl-Phosphate
bekannt war. Hierzu wurde Cholinchlorid 149 in Dichlormethan gelost und mit
Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 66 sowie DCI 67 als Aktivator
versetzt. Nach vollstandiger Umsetzung wurde mittels meta-Chlorperbenzoesaure
oxidiert. Das benzylgeschutzte Produkt konnte leider nur in einer sehr schlechten
Ausbeute von 10% erhalten werden, der zudem noch Verunreinigungen anhafteten.
Aus diesem Grund wurde auf die anschlieBende hydrogenolytische Spaltung der
Schutzgruppen verzichtet. Die Uberfiihrung des Cholinchlorids 149 in das Cholin-
Phosphat 148 sollte zudem nach der Methode von Sowa und Ouchi méglich sein.*?%
Hierfir wird Phosphorylchlorid mit Acetonitril, Pyridin und Wasser in einem genauen
Verhaltnis von 2:2:1 versetzt und anschlie3end die zu phosphorylierende Verbindung
hinzugegeben. Nach wassriger Aufarbeitung konnte allerdings auch in diesem Fall

kein Produkt erhalten werden.
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Aus diesem Grund wurde das kauflich-erwerbliche Cholin-Phopsphat 148 in Form
des Calcium-Gegenions verwendet. Da der Stickstoff des Cholins eine positive
Ladung tragt, war ein Austausch des Gegenions gegen Triethylammonium leider
nicht moglich. Die Kupplungsreaktionen wurden in dem Ublicherweise verwendetem
Losungsmittel N,N-Dimethylformamid und zudem in Dimethylsulfoxid durchgefihrt.
Da in beiden Fallen kein Produkt erhalten werden konnte, sollte versucht werden, die
Nucleophilie des Cholin-Phosphats 148 durch bestimmte Zuséatze zu erhéhen. Hierzu
wurden EDTA sowie die Kronenether 15-Krone-5 und 18-Krone-6 verwendet. Leider
wurde auch durch diese Zusatze kein Produkt erhalten. Die NMR-Spektren zeigten in

allen Fallen lediglich eine Reisolierung des eingesetzten Cholin-Phosphats 148.

Es ist davon auszugehen, dass die positive Ladung innerhalb des Cholin-
Phosphats 148 fur diese unzufriedenstellenden Ergebnisse verantwortlich ist. Daher
sollte zunachst das Colamin-Phosphat 150 als ein Vorlaufermolekil verwendet
werden.

(|)|
HzN\/\O/T\

OH

OH

150
Abbildung 99: Colamin-Phosphat 150

Zunachst wurde sowohl die direkte Reaktion des Colamin-Phosphats 150 mit
5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-di-OAc-Cytidinmonophosphats 51 sowie die Umsetzung
des Colamin-Phosphats 150 mit  Triethylammonium-Gegnionen  mit  der
cycloSal-Verbindung versucht. Bei beiden Versuchen wurde wie schon in den
vorangegangenen Fallen lediglich das eingesetzte Phosphat zurtick erhalten.

Im Folgenden wurde die Aminofunktion mit einer Schutzgruppe versehen. Dadurch
sollte eine bessere LOslichkeit des eingesetzten Colamin-Phosphats 150 und die
Vermeidung etwaiger Nebenreaktionen erreicht werden. Auch in diesem Fall sollte
die Acetylgruppe fur die Blockierung verwendet werden, da sich diese nach
vollzogener Kupplung zusammen mit den Acetylschutzgruppen des Nucleosids
abspalten lassen wirde. Durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid in Pyridin bei
Raumtemperatur ergab sich ein Gemisch aus dem gewulnschten Produkt, welches
lediglich an der Aminofunktion acetylgeschiitzt vorlag, und dem ebenfalls am
Phosphat acetylgeschiitzten Nebenprodukt.®” Die selektive Spaltung der

Acetylgruppen am Phosphat gelang durch Lésen in Wasser und Versetzten der
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Reaktionslosung mit etwas Triethylamin. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere
Reinigung fur die anschlielende Kupplungsreaktion eingesetzt. Aufgrund der
erheblichen Schwierigkeiten im Vorfeld wurde das erhaltene Rohprodukt nach
Abspaltung der Schutzgruppen und Aufarbeitung NMR-spektroskopisch untersucht.
Das resultierende *P-NMR-Spektrum zeigte ein Gemisch aus dem im Uberschuss

eingesetzten Phosphat und dem gewtinschten Produkt 151 (Abbildung 100).
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Abbildung 100: *P-NMR-Spektrum des Rohgemisches

Nach diesem positiven Ergebnis erfolgte eine Reinigung an RP-18 Kieselgel mit
Wasser als Eluent. Die Produktfraktionen wurden durch Gefriertrocknung erhalten,
wiesen allerdings im >*!P-NMR-Spektrum allesamt lediglich Signale fir das
eingesetzte Phosphat auf. Es bleibt nun zu klaren, ob es zu einer Zersetzung des
Produktes wéahrend der Chromatographie gekommen ist und weshalb in einem
solchen Fall keine Signale fur das dabei entstehende Nucleotid zu erkennen waren.
AulRerdem stellt sich die Frage, ob diese Zersetzung lediglich in diesem Fall eintrat
oder ob auch bei den im Vorfeld durchgefuhrten Kupplungsreaktionen zunachst die
gewilnschten Produkte gebildet wurden und erst durch die anschlielende

Chromatographie nicht mehr nachweisbar waren.

Es ist zu erkennen, dass gerade die Darstellung dieses pharmazeutisch so
interessanten Bausteins noch weiterer Arbeiten bedarf und dieses Zielmolekil eine

groRe Herausforderung an die etablierte cycloSal-Methode  darstellt.
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4.6 Synthese der Nucleosid Monophosphat Pyranosen

Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten auf die Darstellung der diphosphat-
verbruckten Zielverbindungen eingegangen wurde, sollen im Folgenden die
Synthesen zur Darstellung der monophosphat-verbriickten Zuckernucleotide
beschrieben werden.

Hierzu wurde von Svenja Warnecke im Rahmen ihrer Dissertation eine
Syntheseroute entwickelt.*® Solche Verbindungen entstehen bei der Umsetzung von
cycloSal-Nucleotiden mit deprotonierten Pyranosen. Es wurden je 4.0 Aquivalente
der entsprechenden Glycopyranosen und 4.0 Aquivalenten gewaschenes
Natriumhydrid verwendet, welches in absolutem Dichlormethan geldst wurde. Das
cycloSal-Nucleotid wurde ebenfalls in absolutem Dichlormethan gelost und zu der
deprotonierten Pyranose getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstdndigen
Umsetzung, etwa 2 Stunden, bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Extraktion wurden
die vereinigten wassrigen Phasen gefriergetrocknet. Zur Abspaltung der
Acetylschutzgruppen, wurde das Rohprodukt in einem Gemisch aus Methanol,
Wasser und Triethylamin im Verhdltnis 7:3:1 aufgenommen und lber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reinigung erfolgte séulenchromatographisch an
RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent. Dieses gelang fur die Uublicherweise
verwendeten Pyranosen Glucose, Galactose und Mannose in guten Ausbeuten. Bei
den Verbindungen der Glucose und der Galactose wurden [(-anomerenreine
Produkte erhalten, lediglich bei der Mannose wurde ein a/f—-Gemisch gefunden.

Eine Aktivierung als NucleosidMonoPhosphat-Pyranose (NMP-Pyranose) erfolgt in
der Natur im Allgemeinen bei 3-Desoxy-2-Glyculosonaten, wie Sialinsaure-
verknupften  Verbindungen. Als  wichtigster  Vertreter sei  hier die
CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 (CMP-Neu5Ac) genannt, deren Glycon-Rest in jeder

Spezies zu finden ist.*?

Die Darstellung dieser CMP-N-Acetylneuraminséure 10
gelang auf der zuvor erwdhnten Syntheseroute allerdings nicht, sodass es weiterer

Optimierung bedarf.

NH,
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T HO OH OH
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Abbildung 101: CMP-N-Acetylneuraminséure 10
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte demnach zunachst eine Optimierung der
Syntheseroute zur Darstellung der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 vollzogen
werden. Nach erfolgreicher Synthese dieser natlrlich vorkommenden Verbindung
sollten verschiedene Modifikationen an der Aminofunktion angebracht werden und

somit Derivate der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 dargestellt werden.

4.6.1 Optimierung der Syntheseroute zur Darstellung der CMP-Neu5Ac

Um eine Kupplungsreaktion durchfihren zu koénnen, sollte das Nucleophil mit
entsprechenden Schutzgruppen versehen werden, um Nebenreaktionen zu
vermeiden und eine moglichst gute Loslichkeit zu erreichen. Zur Darstellung der
CMP-Neu5Ac 10 wurde daher 5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-di-OAc-Cytidin-
monophosphat 51 mit dem Baustein 28 zur Reaktion gebracht. Bei diesem Baustein
handelt es um die 2-OH-freie Verbindung der Neuraminsdure, bei welcher die
Sauregruppe als Methylester und alle Ubrigen Hydroxyfunktionen in acetylierter Form
vorliegen (siehe Abschnitt 4.3.2, Seite 63-65).

NHAc
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2 o o | N
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COOMe NH,
0 N
/P\o N~ O
Deacetylierung Oh 0
COOMe NH,
HO OH \ N
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des Methylesters w
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Abbildung 102: Reaktionsschema zur Darstellung der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10
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Zur Veranschaulichung der Reaktion ist in Abbildung 102 ein Uberblick Uber die
durchzufihrenden Reaktionsschritte gegeben. Nach erfolgter Kupplung der beiden
Bausteine sollten zunadchst die Acetyl-Schutzgruppen gespalten werden. Im
Anschluss sollte die Deblockierung der Saurefunktion erfolgen und das erhaltene,
vollstdndig entschitzte Produkt mittels Umkehrphasenchromatographie an

RP-18 Kieselgel und Wasser als Eluent gereinigt werden.

Das chemische Verhalten der CMP-Neu5Ac 10 wurde von Schauer et al. im Hinblick
auf neutrale und basische Bedingungen intensiv untersucht.*?¥! Ein besonderes
Merkmal der Neuraminsaure ist dabei das Fehlen der funktionellen Gruppe an
C3.?21231 pDa die verbriickende Phosphateinheit zwischen Neuraminsaure und
Nucleosid eine gute Abgangsgruppe darstellt, kann es unter basischen Bedingungen
zu einer Eliminierungsreaktion des Zuckernucleotids kommen. Hierdurch entstehen
das Glycal 116 der Neuraminsaure und Cytidinmonophosphat 24 (Abbildung 103,
linke Seite). Zusatzlich wurde ein direkter Angriff eines Nucleophils am
Phosphoratom beobachtet, was einen Zerfall des Zuckernucleotids zur
Neuraminsaure 22 und dem Nucleosidmonophosphat 24 zur Folge hat
(Abbildung 103, rechte Seite).
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Abbildung 103: Madgliche Zerfallsmechanismen von CMP-N-Acetylneuraminséure 10

Es ist zu erkennen, dass sich die Darstellung der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10

nicht ganz trivial gestaltet. Die anfanglichen Versuche, die Reaktionssequenz ohne
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Isolierung der Zwischenstufen durchzufuhren, scheiterten vollstdndig. Im
3p.NMR-Spektrum wurde wiederholt lediglich das Nucleotid (CMP 24) und ein
unbekanntes Nebenprodukt bei +3.8 ppm nachgewiesen (siehe Abschnitt 4.6.1.1,
Seite 101-102). Die *H-NMR-Spektren zeigten teils das Vorhandensein der
Neuraminsaure 22 und teils die Bildung des Glycals116 Aufgrund der
Doppelbindung zwischen C2 und C3 lasst sich dieses Glycal 116 im
'H-NMR-Spektrum leicht durch ein Dublett bei circa 6 ppm identifizieren, welches
vom Proton an C3 erzeugt wird.

Aus diesem Grund wurde die Reaktionssequenz zunéchst schrittweise durchgefiihrt

und jeder einzelne Schritt mittels NMR-spektroskopischen Methoden detailliert

0N
AcO OAc OH 2 o |
||>//O /J*o
AcOlr 0—/ ~COoOMe 0" g N
.
N
Oj/ AcO o

28

untersucht.

Kupplung

1562

Abbildung 104: Reaktionsschema zur Darstellung des Kupplungsprodukts 152

Als Vorbereitung fur die Kupplungsreaktion wurden die Edukte im Vakuum und Uber
Molekularsieb vorgetrocknet. Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas
durchgefiihrt, um Feuchtigkeit auszuschlieBen. Im Gegensatz zu der zuvor
beschriebenen Methode zur Darstellung von NMP-Pyranosen (siehe Seite 90) sollten
die eingesetzten Aquivalente reduziert werden. Daher wurden jeweils
2.0 Aquivalente der geschutzten Neuraminsaure 28 und 2.0 Aquivalente an
Natriumhydrid als Base verwendet. Durch die Verwendung der starken Base sollte
die Deprotonierung schnell erfolgen und somit eine schnelle Reaktion gewahrleistet
werden. Allerdings kommt es durch diese starke Base beim Losungsvorgang zu einer
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Zersetzung der Neuraminsaure, weshalb zunachst auf eine Temperatur von -50 C
gekuhlt werden muss. Als Loésungsmittel wurde ein Gemisch aus absolutem
Dichlormethan und absolutem N,N-Dimethylformamid im Verhéltnis 5:1 verwendet.
Nach einer Deprotonierungszeit von circa 1 Stunde, wurde das 5-Nitro-cycloSal-
N*Ac-2’,3"-di-OAc-Cytidinmonophosphat 51, ebenfalls gelést in Dichlormethan, zu
der deprotonierten Neuraminsaure hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde bis
zur vollstandigen Umsetzung der cycloSal-Verbindung (DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH,
9:1), etwa 4 Stunden, bei -50 T bis Raumtemperatur gerihrt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum wurde der erhaltene Rickstand in Wasser geldést und
gefriergetrocknet. Der Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mehrfach
mit Wasser extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden anschlieRend
erneut gefriergetrocknet. Im Anschluss wurde zunachst mittels
NMR-Spektroskopie Uberprift, ob die Reaktion erfolgreich verlaufen ist.
Aufgrund der starken Verunreinigungen durch die vorhandenen Salze lasst sich an
dieser Stelle allerdings noch keine Aussage Uber die Ausbeute treffen. Das durch
Kupplung der beiden Bausteine erhaltene vollstandig geschitzte Produkt 152 ergab
im 3'P-NMR-Spektrum ein Signal bei -5.65 ppm.
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Abbildung 105: *P-NMR-Spektrum des Kupplungsprodukts 152
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Dieses ist tatsachlich auf das gewlnschte Produkt zurtickzufihren, da die Nucleotide
in einem Bereich um 0 ppm auftreten wiirden. Zudem wurden im **C-NMR-Spektrum
die typischen Dubletts der Signale fir C2 und C3 der Neuraminsaure und C4’ und
C5’ des Nucleosids erhalten, die durch Kopplung der Kohlenstoffatome mit dem
Phosphoratom  resultieren. Damit war die  wichtigste  Voraussetzung
zur  Darstellung der  CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 mit  Hilfe  von

cycloSal-Nucleotiden - die erfolgreiche Kupplungsreaktion - gegeben.

Als nachster Schritt sollte die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgen. Hierfir wurde
zunachst in der Literatur nach geeigneten Methoden zur Entschitzung des
Kupplungsprodukts gesucht. Es stellte sich heraus, dass zur Entschitzung von
acetylierten Neuraminsauremethylester-Derivaten im Allgemeinen zunachst die
Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppen basisch durch Natriummethanolat in Methanol
nach Zemplén et al. erfolgt.’®! Im Anschluss wird der verbleibende Methylester
durch Verseifung mit verdinnter Natronlauge gespalten. Diese Abspaltbedingungen
werden auch von Schmidt et al. angewendet, wobei hier nach vollstandiger Reaktion

zur Aufarbeitung jeweils mit Amberlite neutralisiert wird.*?
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Abbildung 106: Reaktionsschema zur Abspaltung der Acetylschutzgruppen

Zunachst sollten die bereits publizierten Bedingungen Anwendung finden, weshalb
das nach Extraktion und Gefriertrocknung erhaltene Reaktionsgemisch mit einer
frisch  préaparierten Natriummethanolat-L6ésung (0.1 M) versetzt wurde. Die
Reaktionslosung wurde fir 18 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und
anschlieBend mit  Amberlite  neutralisiert. Das  daraus  resultierende
3P.NMR-Spektrum zeigte nur das Vorhandensein des Nucleotids 24 sowie des
Nebenprodukts bei +3.8 ppm an. Es wurden weitere Experimente durchgefihrt, die
die Verwendung von 0.5M Natriummethanolat-L6sung vorsahen. Die
Reaktionszeiten variierten zwischen 4 Stunden und 18 Stunden, als einzusetzende

Aquivalente wurden 3.0 Aquivalente beziehungsweise 6.0 Aquivalente verwendet. In
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allen Fallen wurde mit Amberlite neutralisiert und in keinem dieser Falle wurde das
gewilnschte Produkt erhalten. Daher wurde eine Reaktionsverfolgung mittels
3P.NMR-Spektroskopie  durchgefithrt, bei welcher das Rohgemisch des
Kupplungsprodukts in deuteriertem Methanol gelost und mit 3.0 Aquivalenten
beziehungsweise 6.0 Aquivalenten einer 0.5 M Natriummethanolat-Losung versetzt
wurde. Nach der Aufnahme eines Start-Werts, erfolgte die Probennahme sttindlich.
Es war deutlich eine Umsetzung zu erkennen, bei welcher eine Verschiebung des
Signals von -5.65ppm zu -4.18 ppm stattfand. Im Fall der Verwendung von
6.0 Aquivalenten wurde trotz unvollstandigem Umsatz schon nach relativ kurzer Zeit
(2 Stunden) eine zusatzliche Zersetzung des Produkts (unter anderem zum
Nebenprodukt bei +3.8 ppm) beobachtet, weshalb das Hauptaugenmerk im

Folgenden auf der Verwendung von 3.0 Aquivalenten lag.

Startwert (6.0 eq) 2 Stunden
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Abbildung 107: *P-NMR-Verfolgung der Acetylgruppen-Abspaltung (6.0 Aquivalente)

Startwert (3.0 eq) 20 Stunden
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Abbildung 108: 31P-NMR-VerfoIgung der Acetylgruppen-Abspaltung (3.0 Aquivalente)

-906 -



- Resultate und Diskussion -

Bei der Verwendung von 3.0 Aquivalenten zeigte die NMR-spektroskopische
Reaktionsverfolgung schon nach 1 Stunde eine vollstandige Umsetzung zum
deacetylierten Methylester 153. Diese schnelle Reaktion konnte in den folgenden
Experimenten zwar nicht reproduziert werden, allerdings wurde der vollstadndige
Umsatz meist nach einer Reaktionszeit von circa 20 Stunden erreicht. Auch nach
dieser recht langen Zeit konnten keine Zersetzungsprodukte nachgewiesen werden.
Die Ansatze, die fir die Verfolgung mittels **P-NMR-Spektroskopie verwendet
wurden, wurden nach vollstandiger Spaltung der Acetylgruppen mit Amberlite
neutralisiert und erneut einer **P-NMR-Untersuchung unterzogen. Dabei zeigte sich
eine nahezu vollstandige Zersetzung des zuvor gebildeten Phosphatdiesters zum
Nucleotid 24, welche nur auf der Verwendung des Amberlites beruhen kann. Im
Folgenden wurde daher auf eine Neutralisation mit Amberlite verzichtet und lediglich
das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand mit Wasser versetzt und

anschlie3end gefriergetrocknet.

Bei der Anwendung dieses Syntheseprotokolls entstanden in den meisten Fallen die
gewilnschten Produkte - die deacetylierten Methylester 153 - die eine
3p.NMR-Verschiebung von -4.18 ppm aufwiesen. In wenigen Ausnahmen wurden
im 3'P-NMR-Spektrum allerdings Signale bei -4.58 ppm gefunden. Es stellte sich
hierbei heraus, dass diese Signale dem vollstandig entschiitzen Produkt 10
zuzuordnen sind. Dies verwunderte zuerst, da die verwendete Natriummethanolat-
LAsung nicht in der Lage ist einen Methylester zu spalten. Es wurde zwar absolutes
Methanol zur Herstellung dieser Losung, wie auch zum Loésen des Rohgemischs
verwendet, allerdings wurde die Reaktion nicht unter Inertgas durchgefihrt. Dies
schien der Grund fir die teilweise unterschiedlichen  Ergebnisse
trotz gleicher Reaktionsfihrung zu sein. Es wird davon ausgegangen,
dass sich durch die Luftfeuchtigkeit wahrend der relativ langen
Reaktionszeit - mal mehr und mal weniger - Natronlauge bildete. Dies kann durch
Reaktion des Natriummethanolats mit der Feuchtigkeit aus der Luft erfolgen und

somit den Methylester verseifen.
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Abbildung 109: Reaktionsschema zur Abspaltung der Schutzgruppen

Aus diesem Grund wurden in den folgenden Anséatzen nach einer Reaktionsdauer
von circa 20 Stunden 3.0 Aquivalente Wasser zur Reaktionslosung gegeben, um die
Bildung der Natronlauge auf jeden Fall zu gewéahrleisten. Im Anschluss wurde fur
weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und erneut ohne vorherige
Neutralisation mit Amberlite das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand
wurde mit Wasser versetzt und anschlie3end gefriergetrocknet. Die anschlielende
3Ip_.NMR-Untersuchung ergab jeweils ein Signal bei -4.58 ppm, welches dem
vollstandig entschitzen Produkt 10 zugeordnet werden konnte.

Aufgrund der Labilitdt des Produktes wurden vor der abschlieBenden
Chromatographie Untersuchungen beziiglich der Stabilitat vorgenommen. Hierzu
wurden die Reaktionsgemische der vollstandig entschitzten Produkte 10 in
deuteriertem Wasser geldst und mit einigen Spaltelspitzen des jeweiligen Materials,
welches als stationare Phase zur Chromatographie verwendet werden sollte,
versetzt. Es wurde zum einen RP-18 Kieselgel angewendet, wobei zunachst reines
Wasser den Eluenten darstellte. AuRerdem wurde in einem zweiten Ansatz mit einem
Zusatz von Triethylamin gearbeitet, um den pH-Wert mdoglichst im neutralen
beziehungsweise eher leicht basischen Bereich zu halten. Des Weiteren wurde
Sephadex verwendet, wobei sowohl NH-20 als auch G-15 getestet wurden, da diese
in der Literatur fir die Isolierung von CMP-Neu5Ac 10 bereits Verwendung
fanden.*?¢*2% Auch in diesem Experiment wurde eine spektroskopische Verfolgung

mittels 3'P-NMR durchgefiihrt. Es war zu erkennen, dass die erhaltene
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Zielverbindung in allen Féllen Uber die fur eine chromatographische Reinigung
bendtigte Zeit stabil war, weshalb im Folgenden RP-18 Kieselgel und Wasser als

Eluent verwendet wurde.

Anhand der Erkenntnisse aus den zuvor durchgefuihrten Optimierungen, stellte sich
das folgende Syntheseprotokoll zur Darstellung der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10
als optimal heraus: Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt,
um Feuchtigkeit auszuschlieRen. 2.0 Aquivalente des vorgetrockneten, geschitzten
Neuraminsaure-Derivats 28 wurden mit ebenfalls 2.0 Aquivalenten gewaschenem
Natriumhydrid zunéchst eine Stunde im Vakuum getrocknet. AnschlielRend wurde bei
-50 C ein Gemisch aus absolutem Dichlormethan und  absolutem
N,N-Dimethylformamid im Verhaltnis 5:1 hinzugegeben und die Losung bei dieser
Temperatur flr 1 Stunde zur Deprotonierung gerihrt. Das cycloSal-Nucleotid 51
wurde ebenfalls einige Zeit im Vakuum getrocknet und anschlieRend, geldst in
absolutem Dichlormethan, zu der deprotonierten Neuraminsaure getropft. Das
Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstandigen Umsetzung der
cycloSal-Verbindung 51 (DC-Kontrolle: CH,CI,/MeOH, 9:1) etwa 4 Stunden bei
-50 €T bis Raumtemperatur gerthrt. Nach Entfernen d es Losungsmittels im Vakuum
wurde der erhaltene Ruckstand in Wasser gelost und gefriergetrocknet. Der
Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mehrfach mit Wasser extrahiert.
Die vereinigten wassrigen Phasen wurden anschlie3end erneut gefriergetrocknet.
Zur Abspaltung der Schutzgruppen wurde das Rohprodukt in mdoglichst wenig
absolutem Methanol gelost und mit 3.0 Aquivalenten einer frisch hergestellten
0.5 M Natriummethanolat-L6ésung versetzt. Nach einer Reaktionszeit von etwa
20 Stunden wurden 3.0 Aquivalente Wasser hinzugefiigt und fir weitere 4 Stunden
bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde
die Reaktionslosung mit Wasser verdinnt und erneut gefriergetrocknet. Der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch an RP-18 Kieselgel mit Wasser als
Eluent gereinigt. Die Detektion der Produktfraktionen erfolgte
dunnschichtchromatographisch mit einem Gemisch aus iso-Propanol und
1 M Ammoniumacetat-Loésung (2:1). Durch nachfolgende Gefriertrocknung wurde das
reine Produkt als farbloser Feststoff erhalten. Das Zielprodukt 10 konnte durch diese
Reaktionssequenz -  Kupplung, Abspaltung der  Schutzgruppen und
Umkehrphasenchromatographie - in einer sehr guten Ausbeute von 85% synthetisiert

werden.
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Die folgenden Abbildungen zeigen die *!P- NMR- und ‘H-NMR-Spektren der
CMP-N-Acetylneuraminsaure 10.
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Abbildung 110: **P-NMR-Spektrum der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10
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Abbildung 111: *H-NMR-Spektrum der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10
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4.6.1.1 Zersetzung der CMP- N-Acetylneuraminsaure 10

Wahrend der Optimierungsarbeiten an dem Syntheseprotokoll zur Darstellung der
CMP-Neu5Ac 10 wurde wiederholt ein Nebenprodukt erhalten, welches im **P-NMR-
Spektrum ein Signal bei einem Wert von +3.8 ppm zeigte. In den dazugehdrigen
'H-NMR- und **C-NMR-Spektren wurden sowohl Signale gefunden, die dem
Nucleosid zuzuordnen sind, sowie Signale, die vom Neuraminsaure-Rest stammen.
Bei der massenspektrometrischen Untersuchung des isolierten Nebenprodukts
konnte leider kein eindeutiger Wert erhalten werden. Aus diesem Grund wurde in der
Literatur nach bereits identifizierten Nebenprodukten gesucht, die bei der Synthese
von CMP-Neuraminsaure 10 entstehen konnen. Der erst kirzlich publizierte Artikel
von Yamamoto et al. beschéftigt sich mit Hydrolysestudien der CMP-Neu5Ac 10
mittels Experimenten, in denen Isotopen-gelabelte Verbindungen eingesetzt
werden.% Die Ergebnisse legen nah, dass wahrend der Hydrolyse ein 5-gliedriges,
cyclisches Intermediat 154 gebildet werden kann. Dieses entsteht durch Angriff der
freien Saurefunktion an dem Phosphoratom, wie in Abbildung 112 zu sehen ist.
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Abbildung 112: Postulierter Hydrolysemechanismus der CMP-N-Acetylneuraminsaure 10
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Bei dem Signal von +3.8 ppm im 3*'P-NMR-Spektrum kénnte es sich um das
Intermediat 154 handeln, welches lediglich im sauren Medium dem weiteren
Hydrolysemechanismus folgen kann. Da auf die Neutralisation mit Amberlite
verzichtet wurde, herrscht wahrend der gesamten Syntheseroute ein basisches
Milieu, weswegen der Zerfall eventuell auf der Stufe des Intermediats 154 zum
Erliegen kommt. Diese Vermutung wirde sich mit den erhaltenen Ergebnissen
wéahrend der Optimierung decken. Hierbei wurde das Nebenprodukt nur in den Fallen
erhalten, in denen auf die Neutralisation mittels Amberlite verzichtet wurde. Durch
Verwendung von Amberlite mit einhergehender Neutralisation bzw. eventuellem
Anséuern der Reaktionslosung, wurde dieses Nebenprodukt nicht detektiert. Unter
diesen Umstanden wurde ausschliel3lich das Nucleotid (CMP 24) erhalten. Dieses ist
allerdings nur eine Vermutung und lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht weiter

belegen.

Nach der erfolgreich durchgefihrten Optimierung des Syntheseprotokolls zur
Darstellung der CMP-Neu5Ac 10, sollte dieses auf die Verwendung von modifizierten
Neuraminsaure-Derivaten zur Kupplung mit der cycloSal-Verbindung Uubertragen
werden. Hierbei sollten verschiedene Modifikationen an der Aminofunktion
angebracht werden und somit Derivate der CMP-N-Acetylneuraminsaure dargestellt

werden. Dieses wird im folgenden Abschnitt beschrieben.

4.6.2 Darstellung der modifizierten CMP-Neuraminsdu  re-Derivate

CMP-Neu5Ac 10 stellt als aktivierter Sialinsduredonor ein besonders interessantes
Zielmolekdl fur pharmakologische Studien dar. Modifikationsmdglichkeiten ergeben
sich vor allem durch die Wahl des sich an der Aminofunktion befindenden
Acetyl-Rests. Hier ist neben dem gebréuchlichen Acetyl-Rest (11) auch haufig ein
Glycolyl-Rest (12) zu finden. Aus diesem Grund sollten modifizierte Neuraminsaure-
Derivate synthetisiert werden. Die daraus erhaltenen CMP-Neuraminsaure-Derivate
sollten von einem Kooperationspartner in biochemischen Tests angewendet werden.
Bei den gewiinschten Modifikationen handelt es sich um die N-Propanoyl- (110), die
N-Butanoyl- (111) und die N-Pentanoyl-Gruppe (112) sowie die
N-Cyclopropylcarbonyl-Gruppe (113). Die Darstellung der modifizierten Nucleophile
mit den eben genannten Resten wurde bereits in Abschnitt 4.3.2 (Seite 65-70)

detailliert beschrieben.
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Zur Kupplung wurde das im Vorfeld optimierte Syntheseprotokoll angewendet,
weshalb auf die genaue Durchfiihrung an dieser Stelle nicht mehr eingegangen
werden soll. Es konnten in allen Fallen die sauberen Produkte erhalten werden. Die
Ausbeuten lagen allerdings zum Teil unter der Ausbeute von 85%, die fur die
unmodifizierte CMP-Neu5Ac 10 erhalten wurde. Zum einen ist dies eventuell auf die
nicht ganz so hohe Qualitat der dargestellten modifizierten Bausteine
zurtckzufihren. Zum anderen wurden die Synthesen mit den jeweiligen modifizierten
Nucleophilen  der  Neuraminsaure lediglich einmal durchgefihrt. Die
Reaktionssequenz zur unmodifizierten CMP-Neu5Ac 10 wurde aufgrund der
Optimierung in zahllosen Wiederholungen erprobt. AuRerdem wurden die bei der
Chromatographie erhaltenen Mischfraktionen der modifizierten Kupplungsprodukte
nicht erneut chromatographiert, was bei den erhaltenen Mischfraktionen der
CMP-Neu5Ac 10 zum Teil der Fall war, weshalb hier die Ausbeuten
selbstverstandlich hoher sind.
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Abbildung 113: Modifizierte CMP-Neuraminséure-Derivate
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Die Abbildung 113 zeigt die erhaltenen, modifizierten CMP-Neuraminsaure-Derivate.
Die Cylopropylcarbonyl-Modifikation lieferte mit 54% die geringste der Ausbeute.
Ebenso hinter der Erwartung zurtick blieb die Propanoyl-Modifikation mit einer
Ausbeute von 59%. Lediglich die Ausbeuten der CMP-Neu5But156 und
CMP-Neu5Pent 157 lagen mit 71% und 65% im Bereich der Erwartungen.

Es sei jedoch festgehalten, dass trotz der geringeren Ausbeuten im Vergleich zur
unmodifizierten Zielverbindung die Ausbeuten fir eine solche Art von labilen
Verbindungen, die zudem noch Modifikationen beinhalten, durchaus
zufriedenstellend sind und einen grof3en Erfolg darstellen.

Diese Ergebnisse sollen nun in Bezug zu bereits publizierten Arbeiten von
Wong et al.’®™ und Chen et al.*®! gesetzt werden. Wong et al. setzten bereits an der
Aminofunktion modifizierte Neuraminsaure-Bausteine ein, die nach dem von
Halcomb et all*® (siehe Abschnitt2.2.2.2, Seite 16) publizierten Weg zu den
entsprechend modifizierten Derivaten der CMP-Neuraminsaure umgesetzt wurden.
Hierbei konnte die unmodifizierte Verbindung 10 in einer Ausbeute von 25% erhalten
werden. Als Modifikationen  wurden  N-Glycolyl-Neuraminsaure (Neu5Gc),
N-tert-Butoxycarbonylamino-Neuraminsédure (Neu5Boc) sowie Neuraminsdure mit
einer Azid-Gruppe an der 5-Position verwendet. Die Ausbeuten lagen bei 27%, 26%
und 9%. Im Vergleich hierzu liegen die mit der cycloSal-Methode erzielten Ausbeuten
deutlich dartiber. Chen et al. verwendeten eine chemoenzymatische Methode, die
auf der Verwendung von modifizierten Derivaten des N-Acetyl-Mannosamins beruht.
Diese modifizierten Derivate werden in einer chemoenzymatischen Synthese zu den
entsprechenden N-modifizierten Derivaten der CMP-Neuraminsaure umgesetzt.
Unter den drei verwendeten Enzymen konnte lediglich mit der CMP-Neuraminsaure-
Synthetase aus Neisseria meningitidis eine zufriedenstellende Umsetzung fur alle
verwendeten Modifikationen erreicht werden. Mit dieser Methode konnten gute
synthetische Ausbeuten erhalten werden, die sich auf Werte im Bereich um 80%
beliefen. Allerdings konnen auch bei dieser enzymatischen Synthese die Nachteile in
der begrenzten Bioverfugbarkeit des Enzyms liegen. Zum Anderen konnte es
maoglich sein, dass bestimmte Derivate nicht von diesem Enzym umgesetzt werden
und somit einige Modifikationen nicht auf diesem chemoenzymatischen Weg

zugéanglich sind.
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4.6.3 Biochemische Tests unter Verwendung einer Pol  ysialyltransferase

Die biochemischen Tests wurden an der Medizinischen Hochschule Hannover am
Institut fur Zellulare Chemie in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Gerardy-Schahn
durchgefuhrt. Hierzu wurde eine Polysialyltransferase (MBP-PST) verwendet, die in

Neisseria meningitidis (Meningokokken) vorkommt.**2

Dies sind gramnegative
Bakterien, die als Diplokokken auftreten.**¥ Diplokokken sind paarweise gelagerte
kugelférmige Bakterien. Meningokokken besiedeln den Nasen-Rachen-Raum beim
Menschen und kénnen schwere Krankheiten auslosen. Die Meningokokken-Familie
besteht aus 13 verschiedene Typen, die sich aufgrund ihrer Oberflachenstruktur
unterscheiden.®¥ Diese Oberflachenstruktur besteht unter anderem aus speziellen
Zuckermolekulen. In Deutschland sind bislang drei Impfstoffe erhéltlich, die im
Wesentlichen auf aus dem Bakterium Neisseria meningitidis isolierten Oberflachen

von Poly- bzw. Oligosacchariden basieren.

Die Polysialyltransferase gehort zur Familie der Glycosyltransferasen.
Als Donor wird hier die monophosphat-verbriickte CMP-Neuraminsaure 10
verwendet. Die Neuraminsaure-Reste werden dabei durch das Enzym auf eine
wachsende Kette Ubertragen, welche als Akzeptor fungiert. Im Fall einer
Sialyltransferase, die eine a-2,8-Verknupfung hervorruft, wird die Polysialinsaure
(PolySia) erhalten. Dabei handelt es sich um ein unverzweigtes Polymer, welches
einen Polymerisationsgrad von bis zu 200 Resten besitzt. Es ist ein polyanionisches
Molekdl und liegt in einer helikalen Konformation vor. In Abbildung 117 ist
schematisch die Ubertragung der Sialinsaure-Reste (Sia) durch die

Polysialyltransferase gezeigt.

PolyST
CSia >Csia >CSia > 7? PEPEDSTDOEEOEED

CMP-

Akzeptor PolySia

Abbildung 117: Schematische Darstellung der Ubertragung von Sia durch die Polysialyltransferase
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Ziel dieser biochemischen Tests war es, den Einfluss der verschiedenen
CMP-Neuraminsaure-Derivate zu untersuchen. Hierbei sollte zunachst Uberprift
werden, ob die selbst synthetisierte CMP-Neu5Ac 10 in gleicher Weise von dem
Enzym erkannt und umgesetzt wird, wie die Substanz, die von Sigma-Aldrich
bezogen wurde. Hieraus sollten Rickschlisse auf Reinheit und Qualitdt der
Verbindung gezogen werden. Zudem sollte Uberpruft werden, ob die bei der
Synthese verwendeten  Schutzgruppen (Acetylgruppen und Methylester)
Auswirkungen auf die PolyST haben. In einem letzten Experiment sollten dann die
modifizierten CMP-Neu5X-Derivate 155-158 eingesetzt werden, um eventuelle

Einflusse der verschiedenen Reste der Aminofunktion zu erforschen.

In den durchgefihrten Experimenten sollte der fluoreszenzmarkierte Akzeptor 159
verwendet werden, um eine Detektion mittels UV-Absorption zu ermdglich. Somit

sollte die Verfolgung der Arbeitsweise der PolyST durch die HPLC realisierbar sein.
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Abbildung 118: Reaktionsschema zum Ablauf der méglichen Ubertragung durch die PolyST

Zur Durchfihrung des Experiments wurde ein Assay aus dem Akzeptor 159, dem
jeweiligen synthetisierten Derivat und der PolyST in einem Puffer bestehend aus

Tris/HCI (pH 7), MgCl,;, KCI und Glycerol angesetzt. Es wurden Proben nach
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1 Minute, 5 Minuten, 10 Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten sowie nach 24 Stunden
Inkubationszeit genommen. Die enthommen Proben wurden in einen Stop-Puffer
bestehend aus Tris/Hcl (pH8) und EDTA gegeben und eingefroren. Durch
Erwdrmung auf 50 € fur 10 Minuten und anschlieBende Zentrifugation fur
20 Minuten wurden die Proben aufbereitet und konnten im Anschluss mittels HPLC
vermessen werden. Hierflr diente die Saule CarboPac PA-100 (Dionex) als
stationare Phase und eine Gemisch aus zwei Puffern (20mM NaNOs, 1M NaNO3) als

Eluent.

Bei den zu untersuchenden Verbindungen handelte es sich zum einen um die
vollstdndig geschitzte CMP-Neu5Ac 152, den Methylester 153 dieser Verbindung
sowie das vollstandig entschitzte Produkt10. Zum anderen sollten die vier
modifizierten Derivate der CMP-Neuraminsaure 155-158 untersucht werden (siehe
Abbildung 119). Als Vergleichsprobe diente die kommerziell erhdltliche
CMP-Neu5Ac 10, die von Sigma-Aldrich bezogen wurde.

NHAc NH>
\ N Y

/P\
AcO, HO o 7 \oeo
o
AcOl’ COOMe M\COOMe
fo) N
T AcO T HO HO

vollsténdig geschiitztes CMP-Neu5Ac 152 Methylester des CMP-Neu5Ac 153

NH,

i @%

OY HO HO OH
R
CMP-Neu5X
R:
CH; CMP-Neu5Ac 10

C,Hs CMP-Neu5Prop 155
Cs3H; CMP-Neu5But 156

C4Hg CMP-Neu5Pent 157
CsHs CMP-Neu5Cycloprop 158

Abbildung 119: Derivate der CMP-Neuraminsaure fir die biochemischen Tests
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Die Chromatogramme, die fiir die vollstdndig entschiitzte CMP-Neu5Ac 10 erhalten
wurden, zeigen die bereits bekannten Verlaufe. Hierbei wird deutlich, dass ein
Neuraminsaure-Rest auf den Akzeptor Ubertragen wird und dass die nachste
Ubertragung entweder auf denselben erfolgen kann oder ein neues Molekul des
Akzeptors verlangert wird. Dies geschieht in Folge in gleicher Weise, weshalb die
charakteristischen Chromatogramme entstehen.

Abbildung 121 zeigt die Chromatogramme fir die Substanz bezogen von
Sigma-Aldrich. Das Chromatogramm nach 1 Minute Inkubationszeit (schwarz) zeigt
fast ausschlielich den Akzeptor 159 (x in der schematischen Darstellung in
Abbildung 120) bei einer Retentionszeit von 2.4 Minuten. Nach 5 Minuten
Inkubationszeit weist das Chromatogramm (gelb) eine deutliche Ubertragung auf den
Akzeptor 159 (bzw. x) und auf bereits verlangerte Akzeptoren (x + 1, x + 2 usw.) auf
wodurch sich die Retentionszeiten verlangern. In den Chromatogrammen nach
10 Minuten Inkubationszeit (blau) bzw. 30 Minuten Inkubationszeit (grin) ist das
Fortschreiten dieses Prozesses zu erkennen. Nach 60 Minuten Inkubationszeit zeigt
das Chromatogramm (rot) lediglich geringe Mengen des eingesetzten Akzeptors 159
(bzw. x) an. Da durch mehrfache Ubertragungen eine Vielzahl von unterschiedlich
verlangerten Verbindungen (x + n) entstanden ist, lassen sich keine einzelnen
Maxima mit konkreten Retentionszeiten mehr entnehmen und es ist lediglich ein

breites Maximum in einem Bereich von 17-21 Minuten zu erkennen.
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Abbildung 120: Schematische Darstellung der Ubertragung
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Abbildung 121: HPLC-Chromatogramme der CMP-Neu5Ac 10, bezogen von Sigma-Aldrich

Die Abbildung 122 zeigt das Chromatogramm fur
Verbindung. Es ist zu erkennen, dass die gleichen Verlaufe erhalten werden, die
Ubertragung der selbst synthetisierten Substanz allerdings eine etwas langere Zeit
bendtigt. Da die jeweiligen Experimente jedoch nur als Einzelbestimmungen

durchgefuihrt wurden, lasst sich an dieser Stelle noch keine generelle Aussage zu
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Im Folgenden wurden in gleicher Weise das vollstdndig geschitzte CMP-Neu5Ac-
Derivat 152 sowie der Methylester der CMP-Neu5Ac 153 behandelt. Die
Chromatogramme zeigen beim Methylester 153 zwar eine minimale Ubertragung des
Neuraminsaure-Rests an, allerdings fand dieser extrem verlangsamt statt. Bei dem
vollstandig geschutzten Produkt 152 kam es hingegen zu keiner Ubertragung
(Abbildung 123).
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Abbildung 123: HPLC-Chromatogramme der CMP-Neu5Ac-Derivate 152 und 153

Nun war es sehr interessant, die Acyl-modifizierten Derivate zu untersuchen. Hierfur
wurde dasselbe Experiment durchgefihrt. Die Chromatogramme fur die vier
modifizierten Verbindungen 155-158 sind in Abbildung 124 dargestellit.
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Abbildung 124: HPLC-Chromatogramme der modifizierten CMP-Neuraminsaure-Derivate
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In diesem Fall wird deutlich, dass die Ubertragung fiir die Propanoyl-Modifikation 155
(blau) und die Butanoyl-Modifikationen 156 (griin) zwar langsamer stattfindet, diese
Modifikationen aber eine Ubertragung zulassen. Das Ergebnis entspricht ebenso den
Erwartungen, da es sich bei diesen beiden Modifikationen um die weniger
pragnanten handelt. Im Fall der Cyclopropylcarbonyl-Modifikation 158 (schwarz) ist
eindeutig zu erkennen, dass keine Ubertragung stattfindet und das Substrat somit
aller Wahrscheinlichkeit nach nicht vom Enzym erkannt und umgesetzt wird. Auch
dieses Ergebnis ist nachvollziehbar, da es sich bei dieser cyclischen Modifikation um
eine signifikante Modifikation handelt. Im Fall der Pentanoyl-Modifikation 157 (rot) trat
ein Uberraschendes Ergebnis ein: Die erste Ubertragung fand in gewohnter Weise
statt, allerdings stoppte die Ubertragung danach. Es bleibt noch zu klaren, ob es sich
bei x + 1 (vgl. Abbildung 120), um ein Derivat handelt, welches das Enzym nicht
mehr als Akzeptor erkennt, oder ob der sterisch anspruchsvollere Rest an der
Aminofunktion eine zweite Ubertragung verhindert, da der Raumanspruch dieses
nicht zulasst.

Aus den Ergebnissen der biochemischen Tests wird deutlich, wie interessant die
Verwendung von modifizierten Derivaten der Zuckernucleotide sein kann und zu

welch unerwarteten Ergebnissen diese fuhren kénnen.

- 111 -



- Fazit -

5 Fazit

Aus den beschriebenen Ergebnissen lasst sich ablesen, dass die Methode zur
Darstellung von NDP-Pyranosen mit Hilfe von cycloSal-Nucleotiden eine breite und
nahezu allgemeingultige Anwendbarkeit besitzt. Es konnte gezeigt werden, dass sich
neben den natirlichen Zuckernucleotiden die verschiedensten modifizierten
Zielverbindungen synthetisieren lassen.

Das optimierte Syntheseprotokoll zur Darstellung von NDP-Pyranosen wurde dafir in
dieser Arbeit zunadchst auf die Darstellung weiterer natirlich vorkommender
CDP-Pyranosen und ADP-Pyranosen ausgebaut. Zudem gelang im weiteren Verlauf
die Darstellung modifizierter NDP-Pyranosen, wobei sich die Modifikation sowohl am
Nucleosid wie auch an der Pyranose befinden konnte. Auf3erdem wurde eine
Grundlage zur Darstellung des pharmazeutisch angewendeten CDP-Cholins
geschaffen, bei welcher der Pyransoyl-Rest gegen den Cholin-Rest getauscht wurde
und es sich somit um eine sehr pragnante Modifikation handelte. Ebenso bedeutend
ist die EinfiUhrung einer Modifikation an bereits synthetisierten NDP-Pyranosen,
welches ebenfalls in dieser Arbeit gelang.

Die spatere Ubertragung des Konzeptes auf die Darstellung monophosphat-
verbruckter Zuckernucleotide gelang nach aufwendiger Optimierung ebenfalls fur die
naturlich vorkommende CMP-Neu5Ac 10 sowie far modifizierte
CMP-Neuraminsaure-Derivate. Es konnte somit wiederum das Dreite
Synthesespektrum dieser Methode belegt werden. Zudem werden durch die
anschlieBenden biochemischen Tests neue Anwendungsgebiete fir diese

Verbindungen erschlossen.
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6 Zusammenfassunq

In ihrer aktivierten Form liegen die Grundbausteine der Kohlenhydrate als so
genannte Zuckernucleotide vor. Dabei handelt es sich um Verbindungen, in denen
eine Pyranose Uber eine Phosphat- oder Pyrophosphat-Einheit mit einem Nucleosid
verbunden ist. In den meisten Fallen handelt es sich bei Zuckernucleotiden um
NucleosidDiPhosphat-Pyranosen (NDP-Pyranosen). Der Glycosylrest wird in diesen
durch die anomere Phosphatestergruppe fiir enzymatische Ubertragungsreaktionen
aktiviert. Der Nucleosidrest dient diesen Enzymen - meist Glycosyltransferasen - als
zusatzliches Erkennungsmerkmal fir die spezifische Umsetzung. Eine Aktivierung
als NucleosidMonoPhosphat-Pyranose (NMP-Pyranose) erfolgt im Allgemeinen bei
3-Desoxy-2-Glyculosonaten, wie Sialinsaure-verknupften Verbindungen. Als
wichtigster Vertreter sei hier die CMP-N-Acetylneuraminsédure 10 genannt, deren
Glycon-Rest in jeder Spezies zu finden ist. Da Sialinsauren in héheren Tieren und
einigen Mikroorganismen héufig als terminale Kohlenhydrate in Glycokonjugaten
vorkommen und hier entscheidende biologische Funktionen erfillen, stellt
CMP-Neu5Ac 10 als aktivierter Sialinsduredonor ein besonders interessantes

Zielmolekdl fur pharmakologische Studien dar.

Aufgrund der grol3en biologischen und pharmakologischen Bedeutung der
Zuckernucleotide wird deutlich, dass eine generell anwendbare und vor allem
effiziente  und zuverldssige Synthesemethode zur Darstellung derartiger
Verbindungen von grofem Interesse ist. Die in unserer Arbeitsgruppe entwickelten
cycloSal-Nucleotide stellen als reaktive Phosphatdonatoren sehr aussichtsreiche
Schlusselverbindungen fir eine Methode zur Synthese solcher Verbindungen dar,
die die genannten Bedingungen erflllt. Durch einen nucleophilen Angriff von
beispielsweise deprotonierten Pyranosen oder Pyranose-Phosphaten ergeben sich
als Produkte mono- oder diphosphatverbriickte Zuckernucleotide. In eigenen
Vorarbeiten konnte ein optimiertes Syntheseprotokoll zur Darstellung von
NDP-Pyranosen entwickelt werden. Hierbei wird eine konvergente Synthesestrategie
angewendet, welche grundsatzlich auf der Verwendung von zwei Bausteinen beruht.
Im Allgemeinen ist einer dieser Bausteine das jeweilige 5-Nitro-cycloSal-Nucleotid,
welches je nach eingesetztem Nucleophil die unterschiedlichsten Zielverbindungen

ergeben kann.
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Abbildung 116: Darstellung von Zuckernucleotiden mit Hilfe von cycloSal-Nucleotiden

Die Darstellung der cycloSal-Nucleotide wurde durch Umsetzung der reaktiven
P(lI)-Verbindung — dem cycloSal-Chlorphosphit — mit geschitzten Nucleosiden und
anschlieRender  Oxidation mit Oxone® erreicht.  Hierfir ~wurde der
5-Nitro-Salicylaldehyd durch Reaktion mit Natriumborhydrid zum entsprechenden
Salicylalkohol reduziert, welcher  wiederum durch Umsetzung mit
Phosphor(lll)-Chlorid das cycloSal-Chlorphosphit lieferte. Die geschutzten
Nucleoside wurden durch eine orthogonale Schutzgruppenstrategie erhalten, bei der
die Nucleoside als Ausgangsverbindungen dienten. Nach der Blockierung der
5’-Hydroxygruppe mit TBDMS-CI wurden die verbleibenden funktionellen Gruppen
durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid acetyliert. Die abschlielRende Spaltung des
Silylethers  durch  Triethylamin-Trihydrofluorid lieferte die 5’-Hydroxy-freien
geschutzten Nucleoside (Abschnitt 4.2, Seite 26-36).

Die Darstellung der Pyranosyl-Phosphate gelang auf zwei unterschiedlichen Wegen.
Die Phosphoramidit-Methode sollte durch Umsetzung mit bis-(Benzyl)-N,N-
diisopropylaminophosphoramidit 66 die benzylgeschitzten Phosphate als anomere
Mischung liefern, die mittels S&ulenchromatographie voneinander getrennt werden
konnten. Durch die abschlieRende hydrogenolytische Spaltung der Schutzgruppen
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wurden die reinen a-Phosphate erhalten. Die Konigs-Knorr-Methode lieferte einen
Zugang zu den [(-Phosphaten, indem die peracetylierten Pyranosen in die
entsprechenden Bromide Uberfihrt wurden, welche mit Dibenzylphosphat umgesetzt
wurden. Durch die Verwendung der Acetyl-Schutzgruppen wurden durch den
Nachbargruppeneffekt ausschlieRlich die benzylgeschitzten 3-Phosphate erhalten,
welche wiederum einer hydrogenolytischen Spaltung der Schutzgruppen unterzogen
wurden (Abschnitt 4.3, Seite 37-62).

Die in eigenen Vorarbeiten optimierte Methode sollte nun zunachst zur Darstellung
zahlreicher NDP-Pyranosen dienen. Hierbei sollten zuerst naturliche Pyranosen und
Nucleoside verwendet werden. Im Anschluss sollte diese Route auch auf analoge
Verbindungen ubertragen werden, wobei zum einen Modifikationen an der Pyranose,
zum anderen Variationen auf der Nucleosid-Seite Anwendung finden sollten. Dieses
sollte aus zwei Grinden erfolgen: Zum einen sollte durch die Umsetzung
modifizierter Bausteine die Allgemeingultigkeit der Syntheseroute bewiesen werden.
Zum anderen verspricht der Einsatz modifizierter Zuckernucleotide interessante

biologische Anwendungsbereiche.

Zunachst wurden dementsprechend die Cytidin- und Adenosin-Derivate der nattrlich
vorkommenden NDP-Pyranosen synthetisiert, wobei durchweg sehr gute Ausbeuten
von bis zu 88% erreicht wurden (Abschnitt 4.4.1, Seite 71-76).

Um modifizierte NDP-Pyranosen zu erhalten, wurden die Nucleosidanaloga AZT 32,
d4T 31, ddT 55, isoddA 53 und carba-isoddA 54 verwendet. Die resultierenden
cycloSal-Verbindungen 58-62 wurden nach dem Standardprotokoll umgesetzt,
wodurch die entsprechenden modifizierten Zielverbindungen 135-140 synthetisiert
werden konnten. Die Darstellung gelang fur alle Verbindungen, wobei fir die
d4T-Derivate Ausbeuten im gleichen Bereich wie fir die unmodifizierten Derivate
erhalten werden konnten. FUr die anderen Derivate wurden niedrigere Ausbeuten
erzielt, was an der geringfligig schlechteren Qualitdt der cycloSal-Verbindungen
liegen kénnte (Abschnitt 4.4.2.1, Seite 78-80).

Fur die Darstellung der NDP-Pyranosen mit modifizierten Pyranosen wurden die im
Vorfeld synthetisierten Phosphate der L-Galactose, der fluorierten Glucose,
Galactose und Mannose sowie der Sulfoquinovose verwendet. Dabei konnte

UDP-B-L-Galactose 142 in einer Ausbeute von 63% erhalten werden. Die Synthese
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der fluorierten NDP-Pyranosen lieferte die Zielverbindungen der Glucose und der
Galactose als Anomerengemische, da die Phosphate leider ebenfalls nur als
Anomerengemische erhalten werden konnten. Das jeweilige a/B-Verhaltnis der
eingesetzten Phosphate blieb dabei in den Zuckernucleotiden bestehen. Die
Ausbeuten fir das Glucose-Derivat 143 und das Galactose-Derivate 144 waren mit
72% und 91% sehr gut. Das Mannose-Derivat 145 ergab lediglich eine Ausbeute von
52%. Die Darstellung der UDP-a-D-Sulfoquinovose 141 gelang lediglich in einer
moderaten Ausbeute von 48%. Ein Grund hierfiir ist neben der zusatzlichen
negativen Ladung an der 6-Position sicherlich die schlechte Ldslichkeit des
eingesetzten Pyranosyl-Phosphats (Abschnitt 4.4.2.2, Seite 80-83).

Um in biochemischen Tests den Einfluss eines Sulfo-Substituenten mit dem Einfluss
einer Sulfat-Gruppe vergleichen zu koénnen, sollte zuséatzlich die Sulfat-Gruppe
eingefuhrt werden. Dieses gelang durch Synthese der unmodifizierten
UDP-a-D-Glucose 1 (75%) und anschliel3ender Sulfatierung der 6-Position durch den
Schwefel-Trioxid-Pyridin-Komplex. Die Einfuhrung einer Modifikation an bereits
synthetisierten NDP-Pyranosen gelang somit ebenso in dieser Arbeit
(Abschnitt 4.4.3, Seite 84-85).

AulRerdem wurde eine Grundlage zur Darstellung des pharmazeutisch bereits
angewendeten CDP-Cholins 147 geschaffen, bei welcher der Pyransoyl-Rest gegen
den Cholin-Rest getauscht ist (Abschnitt 4.5, Seite 86-89).

Aus den beschriebenen Ergebnissen lasst sich ablesen, dass die Methode zur
Darstellung von NDP-Pyranosen mit Hilfe von cycloSal-Nucleotiden eine breite und
allgemeingultige Anwendbarkeit besitzt. Es konnte gezeigt werden, dass sich neben
den  naturlichen  Zuckernucleotiden  die  verschiedensten  modifizierten
Zielverbindungen synthetisieren lassen. Dabei bewegen sich die Ausbeuten meist im
selben Bereich wie fir die unmodifizierten Derivate und liegen nur in einigen Fallen
unter den Erwartungen. Bei diesen Synthesen stellte weniger die abschlieRende
Kupplung den limitierenden Faktor dar, als die Synthesen der separierten

a- und B-Pyranosyl-Phosphate.
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Durch Ubertragung des Syntheseprotokolls auf die Darstellung von NMP-Pyranosen
konnte CMP-N-Acetylneuraminsaure 10 dargestellt werden. Dieses gelang nach
Optimierung in einer sehr guten Ausbeute von 85% (Abschnitt 4.6.1, Seite 91-102).
Durch Verwendung modifizierter Bausteine fir die Kupplungsreaktion konnten
zusatzlich modifizierte CMP-Neuraminsaure-Derivate erhalten werden, die sich in
den Acyl-Resten an der Aminofunktion unterschieden. Bei den Modifikationen
handelte es sich um die N-Propanoyl- (110), die N-Butanoyl- (111) und die
N-Pentanoyl-Gruppe (112) sowie die N-Cyclopropylcarbonyl-Gruppe (113). Die
Ausbeuten lagen allerdings mit 54% bis 71% unter der Ausbeute, die fur die
unmodifizierte CMP-Neu5Ac 10 erhalten wurde. Es sei jedoch festgehalten, dass
trotz der geringeren Ausbeuten im Vergleich zur unmodifizierten Zielverbindung die
Ausbeuten fir eine solche Art von labilen Verbindungen, die zudem noch
Modifikationen  beinhalten, sehr  zufriedenstellend sind  (Abschnitt 4.6.2,
Seite 102-104).

Durch die Verwendung der Derivate in biochemischen Tests konnten interessante
Ergebnisse erhalten werden. Die N-Propanoyl- und N-Butanoyl-modifizierten
Verbindungen 155 und 156 wurden in gleicher Weise wie die unmodifizierte
CMP-Neu5Ac 10 durch das Enzym PolyST auf den Akzeptor Ubertragen. Diese
Ubertragung fand allerdings deutlich verlangsamt statt. Die
N-Cyclopropylcarbonyl-modifizierte Verbindung 158 wurde aller Wahrscheinlichkeit
nach nicht vom Enzym erkannt und somit nicht umgesetzt. Im Fall der
N-Pentanoyl-Gruppe fand die erste Ubertragung in gewohnter Weise statt, allerdings
stoppte die Ubertragung danach (Abschnitt 4.6.3, Seite 105-111). Durch den Einsatz
weiterer modifizierter Verbindungen koénnen sich somit die verschiedensten

Anwendungsgebiete ergeben.

Durch diese Arbeit wurde somit eine generell anwendbare Syntheseroute
geschaffen, die die Darstellung von Zuckernucleotiden und ihren auf verschiedenste
Weise modifizierten Derivaten in kurzer Reaktionszeit mit guten bis sehr guten

Ausbeuten und in anomerenreiner Form ermoglicht.
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7/ Summary

In their activated form the basic modules of carbohydrates are sugar nucleotides.
These are compounds built of pyranoses and nucleosides which are linked via a
phosphate- or a diphosphate-bridge. In most cases, sugar nucleotides are
nucleosidediphosphate-pyranoses (NDP-pyranoses), in which the anomeric
phosphate ester group activates the glycosyl residue for enzymatic reactions. The
nucleoside residue serves theses enzymes - mostly glycosyltransferases - as an
additional feature for identification in specific conversions. Activation as a
nucleosidemonophosphate-pyranose (NMP-pyranoses) occurs in general using
3-deoxy-2-glyculosonates, like sialic acid-linked compounds. The most representative
substance for monophosphates-linked sugar nucleotides is the
CMP-N-acetyl neuraminic acid 10. The glycon residue of this compound is found in
every species. In all higher mammals and a few micro organisms terminal
carbohydrates in glycol conjugates are often sialic acids. This is the reason for the
high importance of these compounds and their essential biological functions. As an
activated sialic acid donor, CMP-Neu5Ac 10 is a highly important target molecule for

pharmacological studies.

Due to the great biological and pharmacological relevance of sugar nucleotides, a
generally applicable and, above all, efficient and reliable synthetic method for the
preparation of such compounds is of great interest. The cycloSal-nucleotides
developed in our group are, key intermediates for a synthesis of such substances.
This method fullfils all mentioned conditions. Mono- or diphosphate-linked sugar
nucleotides are formed by a nucleophilic attack of deprotonated pyranoses or
pyranosyl-phosphates. In my own preliminary work an optimized synthetic protocol
was developed. A convergent strategy is applied, which uses two building blocks.
Generally, one of those is the 5-nitro-cycloSal-nucleotide. Depending on the used

nucleophile, various numbers of target structures can be obtained.
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Preparation of cycloSal-nucleotides was achieved by conversion of the reactive
P(lll)-compound - cycloSal-chlorophosphite - with a protected nucleoside followed by
oxidation with oxone®. For this purpose, 5-nitro-salicyl aldehyde was reduced with
sodium borohydride to the corresponding salicyl alcohol, which is converted into
cycloSal-chlorophosphite by reaction with phosphorous(lll)-chloride.

Protected nucleosides were obtained via an orthogonal strategy, starting from the
nucleosides. After blocking of the 5’-hydroxyl function with TBDMS-CI, all remaining
functional groups were acetylated with acetic anhydride. Final cleavage of silyl ethers
was done with triethylamine-trihydrofluoride (4.2, p. 26-36).

Preparation of pyranosyl-phosphates succeeded via two different routes. The
phosphoramidite-method should deliver the benzyl protected a-anomers by
conversion with bis-(benzyl)-N,N-diisophosphoramidite 66. Resulting anomeric
mixtures were separated via column chromatography. Anomerically pure
o-phosphates were obtained after final hydrogenolysis. The Kodnigs-Knorr-method
provided access to B-phosphates. Peracetylated pyranoses were transferred into the
according bromides, which were converted with dibenzyl phosphate. Due to the
application of acetyl groups, neighboring group participation delivered benzyl
protected [B-phosphates. Again, hydrogenolysis led to anomeric pure B-phosphates
(4.3, p. 37-62).

My own preliminary optimized method should serve for the synthesis of numerous
NDP-pyranoses. First, naturally occurring pyranoses as well as nucleosides were
used. Afterwards, this route was transferred to analogue structures, with
modifications at the pyranose or at the nucleoside. There are two reasons for this. On
the one hand, the general applicability of this method should be proved. On the other
hand, the use of modified sugar nucleotides offers interesting biological field of

application.

Initially, cytidine- and adenosine-derivatives were synthesized with naturally occurring
pyranoses in consistently very good yields up to 88% (4.4.1, p. 71-76).

To synthesize modified NDP-pyranoses, nucleoside analogues AZT 32, d4T 31,
ddT 55, isoddA53 and carba-isoddA54 were wused. The resulting

cycloSal-compounds 58-62 were converted by standard protocol to modified
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target compounds 135-140. Best results were achieved for d4T-derivatives with
yields corresponding to those of unmodified target compounds. For all other
derivatives, yields were found to be a little lower. Maybe lower quality of
cycloSal-compounds could be the reason (4.4.2.1, p. 78-80).

For the preparation of NDP-pyranoses with modified pyranoses, pre-synthesized
modified pyranosyl-phosphates of L-galactose, fluorinated glucose, galactose and
mannose as well as sulfoquinovose were used. UDP-B-L-galactose 142 was obtained
eved in a yield of 63%. Synthesis of fluorinated NDP-pyranoses yielded target
compounds of glucose and galactose as anomeric mixtures, because of used
anomeric mixtures of the pyranosyl-phosphates. The a/B-ratio of the used
phosphates remained in sugar nucleotides. Yields were found to be in a good range,
with 72% for the glucose-derivate 143 and 91% for the galactose-derivate 144
Mannose-derivate 145 only led to a vyield of 52%. Preparations of
UDP-a-D-sulfoquinovose 141 succeeded in a moderate yield of 48%. A reason for
this could be the additional negative charge at the 6-position and the bad solubility of
the used pyranosyl-phosphate (4.4.2.2, p. 80-83).

To compare the influence of sulfo-substituent with the influence of a sulfate-group in
biochemical experiments, the unmodified UDP-a-D-glucose1l (75%) was
synthesized and sulfated at the 6-position. This reaction succeeded when
using a sulfur trioxide-pyridine complex. The success of this reaction
also demonstrates the possibility of carrying out additional synthetic steps on
NDP-pyranoses (4.4.3, p. 84-85).

Besides, a basis for the synthesis of pharmaceutically used CDP-choline 147 was

developed. Pyranosyl-residue is changed against choline-residue (4.5, p. 86-89).

The results described above show the general applicability of the cycloSal-method for
the synthesis of NDP-pyranoses. It could be proven that naturally occurring sugar
nucleotides and different modified target compounds can be synthesized using this
method. Yields mostly range in the same range as for unmodified derivates and only
in a few cases were lower than expected. The main limitation to this synthesis was
not the final coupling reaction, but rather the preparation of separated

a- and B-pyranosyl-phosphates.
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The synthesis of CMP-N-acetyl neuraminic acid 10 succeeded by transferring the
synthetic protocol to the preparation of NMP-pyranoses. After optimization, a very
good vyield of 85% was achieved (4.6.1, p. 91-102). Using modified building blocks
for coupling reactions, modified CMP-neuraminic acid derivates could be
obtained with modifications of acyl-residues of the amino function.
N-propanoyl- (110), N-butanoyl- (111) and N-pentanoyl- (112) as well as
N-cyclopropylcarbonyl-modifications (113) were used. Yields were between 54% and
71%. Despite lower yields in comparison to unmodified CMP-Neu5Ac 10, yields are

satisfactory for such labile and modified compounds (4.6.2, p. 102-104).

Application of those modified target compounds in biochemical experiments delivered
interesting results. Derivates with N-propanoyl- and N-butanoyl-modified
compounds 155 and 156 were transferred to an acceptor via the enzyme PolyST in
the same way as unmodified CMP-Neu5Ac 10. However, this process was slowed
down considerably. The N-cyclopropylcarbonyl-modified compound 158 was not
recognized by the enzyme and was not transferred. In case of the
N-pentanoyl-group, the first transfer took place in the usual manner. Nevertheless,
after this first transfer it stopped (4.6.3, p.105-111). Using further modified

compounds could therefore offer different interesting application fields.

This work describes a generally applicable synthetic route for sugar nucleotides and
different modified derivatives in short reaction times with good to very good yields

and in anomeric pure forms.
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8 Experimenteller Tell

8.1 Allgemeines

8.1.1 Edukte und Reagenzien

Essigsaureanhydrid:
Acetylchlorid:
Diisopropylethylamin:

Phosphor(lll)-chlorid:
Triethylamin:

8.1.2 Losungsmittel

C4HsO3 Sdp: 140 T unter Inertgas destilliert

C,H3CIO, Sdp: 51 C, unter Inertgas destilliert

CgHigN, Sdp: 127 C, mehrere Tage unter Ruckfluss Uber
Calciumhydrid getrocknet und destilliert

PCl3; Sdp: 76 C, unter Inertgas destilliert

CeH1sN; Sdp: 89 C, mehrere Tage unter Ruckfluss tber

Calciumhydrid getrocknet und destilliert

Dichlormethan, Ethylacetat, Methanol und Petrolether wurden in technischer Qualitat

bezogen und vor ihrer Verwendung destilliert. Alle anderen Losungsmittel wurden

ohne weitere Reinigung eingesetzt.

8.1.3 Absolute Losungsmittel

Acetonitril:

Chloroform-ds:

Dichlormethan:

Diethylether:

N,N-Dimethylformamid:

CoH3N; Sdp: 81-82 C, mehrere Tage unter Ruckfluss
Uber Calciumhydrid getrocknet, destilliert und Uber
Molekularsieb 3 A gelagert

CDCls, Sdp: 61 T, tiber Molekularsieb 4 A getrocknet
CH.Cly; Sdp: 40 C, mehrere Tage unter Ruckfluss Uber
Calciumhydrid  getrocknet, destilliert  und uber
Molekularsieb 4 A gelagert

C4H100; Sdp: 35 C, mehrere Tage unter Ruckfluss tber
Kalium getrocknet, destilliert und tiber Molekularsieb 4 A
gelagert

C3H/NO; Sdp: 153 €, Sigma-Aldich 40248, absolut tUber

Molekularsieb
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Dimethylsulfoxid-de: (CD3),SO, Sdp: 190 T, Eurisotop DO10ES, absolut tber
Molekularsieb

1,4-Dioxan: C4HgO,; Sdp: 101 C; mehrere Tage Uuber Kalium
getrocknet, destilliert und Uiber Molekularsieb 4 A gelagert

Methanol: CH40; Sdp: 64 C, Sigma-Aldich 65542, absolut Uber
Molekularsieb

Pyridin: CsHsN; Sdp: 116 €, mehrere Tage unter Ruckfluss tber
Calciumhydrid  getrocknet, destilliert  und uber
Molekularsieb 4 A gelagert

Tetrahydrofuran: C4HgO; Sdp: 65 T, mehrere Tage unter Rickfluss tber
Kalium getrocknet, destilliert und tiber Molekularsieb 4 A
gelagert

Toluol: C,Hg; Sdp: 111 C, mehrere Tage unter Ruckfluss Uber

Natrium getrocknet, destilliert und iber Molekularsieb 4 A

gelagert

8.1.4 Chromatographie

Dinnschichtchromatographie:

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator
(Merck Nr. 5554, Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Alle RyWerte wurden bei
Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Verbindungen erfolgte mit
einer UV-Lampe bei einer Wellenldnge von 254 nm und 366 nm. Als Farbereagenz
wurde ein Gemisch aus p-Methoxybenzaldehyd (0.7 mL), Ethanol (99.8%, 27 mL),
konz. Schwefelséure (1.0 mL) und Essigsaure (0.3 mL) verwendet.

Zentrifugale préparative Dinnschichtchromatographie:

Zur Trennung von Substanzgemischen mit Rohausbeuten von maximal 4 g stand ein
Chromatotron der Firma Harrison Research, Modell 7924 T zur Verfugung. Als
Trennmaterial diente gipshaltiges Kieselgel 60 PF254 (Merck Nr.7749) in
Schichtdicken von 1, 2 und 4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die
Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe der Firma Konrad
Benda bei einer Wellenlange von 254 nm.
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Séulenchromatographie:

Die saulenchromatographischen Trennungen wurden an Kieselgel 60 (KorngrofRe
0.040-0.063 nm, 230-400 mesh) unter Verwendung von destillierten Losungsmitteln
durchgefihrt.

Umkehrphasenchromatographie:

Fur Dunnschichtchromatogramme wurde RP-18 Fus54s DC-Folie der Firma Merck
verwendet. Fur die S&ulenchromatographie wurde LiChroprep RP-18 (40-63 pum,

Merck) eingesetzt.

8.1.5 Spektroskopie

Kernresonanzspektroskopie (NMR):

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung des Instituts fur
Organische Chemie sowie des Instituts fir Anorganische Chemie der Universitét
Hamburg auf Geraten der Firma Bruker aufgenommen.

Auf dem Modell AMX 400 wurden 400 MHz-'H-NMR-, 101 MHz-"*C-NMR- und
162 MHz->'P-NMR-Spektren gemessen.

Auf dem Modell DRX500 wurden HH-COSY-, HMQC- und HMBC-
Korrelationsspektren aufgenommen.

Die chemische Verschiebung & [ppm] wurde auf die Lésungsmittelsignale kalibriert,
wobei DMSO-dg auf 2.50 (*H) bzw. 39.52 (**C) ppm, CDCl; auf 7.26 (*H) bzw. 77.16
(*3C) ppm, MeOD auf 3.31 (*H) bzw. 49.05 (**C) ppm und DO auf 4.79 (*H) ppm
gesetzt wurde. Die in D,O gemessenen *C-NMR-Spektren wurden nicht kalibriert.
Die Verschiebungen der *'P-NMR-Signale wurden gegen einen externen Standard

(85%-iger Phosphorsaure) angegeben.

Infrarotspektroskopie (IR):

Die IR-Spektren wurden an einem ALPHA-P FT-IR Spektrometer der Firma Bruker

aufgenommen.
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8.1.6 Spektrometrie

Massenspektrometrie (MS):

Die EI-Massenspektren wurden an einem VG Analytical VG/70-250S-Spektrometer
(doppelt fokussiert) aufgenommen.

Die HR-ESI-Massenspektren wurden an einem ThermoQuest MAT 95XL
Massenspektrometer der Firma Finnigan sowie an einem Agilent Technologies
ESI-TOF 6224 Massenspektrometer (Negativ- oder Positiv-Modus) aufgenommen.
Die HR-FAB-Massenspektren wurden an einem VG Analytical VG/70-250S-
Spektrometer mit einer MCA Methode und einer meta-Nitrobenzylalkohol-Matrix

gemessen.

8.1.7 Gerate

Gefriertrocknung:

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

gefriergetrocknet.

Polarimeter:
Drehwerte optisch aktiver Substanzen wurden mit einem Kriiss Optronic Polarimeter
P 8000 in 10 cm Kivetten mit einer Natriumlampe bei einer Wellenlange von 589 nm

gemessen.

Schmelzpunktbestimmung:

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunkt-Messgerat apotec der Firma
Otto Stein ermittelt.
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8.2 Synthesen

8.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Synthese von 5’- OTBDMS-geschiitzten Nucleosiden

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgeftihrt. Das zu schitzende
Nucleosid wurde zunachst dreimal mit absolutem Pyridin coevaporiert und
anschlieend in absolutem Pyridin suspendiert (4.5 mL pro mmol Nucleosid).

Es wurden portionsweise 1.2 Aquivalente tert-Butyldimethylsilylchlorid zugegeben
und das Reaktionsgemisch (ber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH, 7:4) wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohprodukt mehrmals mit Toluol und
anschlieBend mit Dichlormethan codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr
wahrgenommen werden konnte. Der Ruckstand wurde in Dichlormethan
aufgenommen und mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und nach Entfernung des Losungsmittels im Vakuum saulenchromatographisch
(PE/EE) gereinigt.

AAV 2: Synthese der vollgeschitzten Nucleoside

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 1.0 Aquivalent des
5-OTBDMS-geschitzten Nucleosids wurde in absolutem Pyridin geldst, mit
Essigsaureanhydrid (4.5 Aquivalente pro Hydroxy- bzw. Aminogruppe) versetzt und
bis zur vollstindigen Reaktion bei Raumtemperatur gerthrt. Nach beendeter
Reaktion (DC-Kontrolle: CH,CIl,/MeOH, 19:1) wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das erhaltene Rohprodukt mehrmals mit Toluol und anschlieRend mit
Dichlormethan codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr wahrgenommen werden
konnte. Der Ruckstand wurde in Dichlormethan aufgenommen, mit Wasser
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels

im Vakuum wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch (PE/EE) gereinigt.

AAV 3: Spaltung von tert-Butyldimethylsilylethern
1.0 Aquivalent des zu spaltenden Silylethers wurde in einem Gemisch aus
Dichlormethan und Tetrahydrofuran (1:1) gelést, mit 6.0 Aquivalenten Triethylamin-

Trihydrofluorid versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Nach
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vollstdandigem Umsatz (DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH, 9:1) wurde das Lésungsmittel
im Vakuum entfernt und der Ruckstand saulenchromatographisch (CH,Cl,/MeOH)

gereinigt.

AAV 4: Synthese der cycloSal-Monophosphate

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas und mit einem Zusatz von
aktiviertem Molekularsieb 3 A durchgefiihrt. Das zu veresternde Nucleosid wurde in
absolutem Acetonitril gelést und bei —20 T mit 2.0 Aquivalenten DIPEA sowie
2.0 Aquivalenten des entsprechenden cycloSal-Chlorphosphites, ebenfalls gelost in
absolutem Acetonitril, langsam versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde das
Reaktionsgemisch bis zur vollstandigen Umsetzung des Nucleosids (DC-Kontrolle:
CH.Cl,/MeOH, 9:1) bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden bei -10 C
4.0 Aquivalente Oxone® (2.0 Aquivalente pro zu oxidierendem Phosphoratom), gelost
in Wasser, zugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde das Kaltebad wieder entfernt
und die erhaltene Suspension 15 min gertuhrt. Nach beendeter Oxidation
(DC-Kontrolle: CH.CI,/MeOH, 9:1) wurde das Reaktionsgemisch direkt mit
Ethylacetat extrahiert und anschlieBend mit kaltem Wasser gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rickstand
wurde nochmals in Dichlormethan aufgenommen und von unldslichen Bestandteilen
durch Filtration befreit. Im Anschluss erfolgte eine Gefriertrocknung aus Acetonitril
und Wasser (1:2).

AAV 5: Peracetylierung von Glycopyranosen

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Die entsprechende
Glycopyranose wurde in absolutem Pyridin gelost und bei 0T mit
Essigsaureanhydrid (3.0 Aquivalente pro Hydroxy-Gruppe) tropfenweise versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwarmt und Uber Nacht geruhrt.
Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle: PE/EE, 1:1) wurde das Loésungsmittel im
Vakuum entfernt und der erhaltene Rickstand mehrmals mit Toluol und
anschlieBend mit Dichlormethan codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr
wahrgenommen werden konnte. Das Rohprodukt wurde in Ethylacetat aufgenommen

und grandlich mit gesattigter Natriumchloridlésung und anschlieend mit Wasser
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gewaschen. Es wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und nach Entfernen des

Losungsmittels im Vakuum saulenchromatographisch (PE/EE) gereinigt.

AAV 6. Selektive Deacetylierung der anomeren Hydrox  ygruppe peracetylierter
Glycopyranosen

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Die zu
entschitzende peracetylierte Glycopyranose wurde in absolutem
N,N-Dimethylformamid geldst und mit 1.2 Aquivalenten Hydraziniumacetat versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde zum Lo&sen des Hydraziniumacetats kurzzeitig auf
50 € erwarmt und im Anschluss Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
beendeter Reaktion (DC-Kontrolle: PE/EE, 1:1) wurde das Reaktionsgemisch mit
Ethylacetat verdinnt und zweimal mit gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen.
Nach Trocknung tber Natriumsulfat wurde filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Der erhaltene 6lige Riickstand wurde mehrfach mit Toluol und anschliel3end

mit Dichlormethan coevaporiert und saulenchromatographisch (PE/EE) gereinigt.

AAV 7: Anomere Bromierung peracetylierter Glycopyra nosen

Die peracetylierten Glycopyranosen wurden in einem Gemisch aus Essigsaure und
Essigsaureanhydrid (1:1) gelost. Bei 0 T wurden 5. 0 Aquivalente Bromwasserstoff
(in Form von 33%-iger HBr in Eisessig) zugegeben. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach beendeter Reaktion wurde Eiswasser zum
Reaktionsgemisch gegeben und dreimal zlgig mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-L6ésung und anschliel3end dreimal mit Wasser gewaschen,

Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum vom Lésungsmittel befreit.

AAV 8: Darstellung der Glycale

Die peracetylierten Glycopyranosylbromide wurden in Ethylacetat geldst und mit
8.0 Aquivalenten Zink und 1.0 Aquivalent N-Methylimidazol, ebenfalls gelost in
Ethylacetat, versetzt. Es wurde flir 2 Tage unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen wurde tber Celite® filtriert und mit Ethylacetat gespiilt. Die organische
Phase wurde je dreimal mit 5%-iger Salzsaure, gesattigter

Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen. Nach Trocknung Uber
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Natriumsulfat wurde filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das

erhaltene Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch (PE/EE) gereinigt.

AAV 9: Elektrophile Fluorierung von Glycalen

1.0 Aquivalent des entsprechenden Glycals wurde in einem Gemisch aus
N,N-Dimethylformamid und Wasser (3:2) gelbst und unter Wasserkihlung mit
1.6 Aquivalenten Selectfluor® 80 versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fir
24 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt und der Umsatz
dunnschichtchromatographisch verfolgt (PE/EE, 1:1). Nach vollstandiger Umsetzung
des Glycals wurde die Reaktionslésung kurz zum Sieden erhitzt, mit Wasser
verdunnt und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden dber Natriumsulfat getrocknet. Es wurde filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
(PE/EE) gereinigt.

AAV 10: Anomere Phosphatylierung von Monosaccharide n mit Hilfe von
bis-(Benzyl)- N,N-diisopropylaminophosphoramidit

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurde
1.0 Aquivalent der entsprechenden 1-OH-freien Glycopyranose in absolutem
Dichlormethan gelést und mit 1.2 Aquivalenten Dicyanoimidazol versetzt. Unter
Eiskihlung wurden 1.5 Aquivalente bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylamino-
phosphoramidit langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf
Raumtemperatur erwadrmt und bei dieser Temperatur gerthrt. Nach vollstandiger
Reaktion (DC-Kontrolle: PE/EE, 1:1) wurden unter erneuter Eiskihlung
1.5 Aquivalente m-Chlorperbenzoesaure in kleinen Portionen zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde auf Raumtemperatur erwdrmt und nach vollstandiger
Reaktion (DC-Kontrolle: PE/EE, 1:1) mit Diethylether verdiinnt. Es wurde solange mit
Natriumsulfit-Losung gewaschen bis keine Peroxide mehr vorhanden waren. Die
organische Phase wurde mit gesattigter Natriumchlorid-L6ésung und anschlie3end mit
Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Rohprodukt wurde séulenchromatographisch (PE/EE) gereinigt. Mit dieser Variante
konnten beide Anomere nach Saulenchromatographie gtrennt voneinander erhalten

werden, wobei das a-Anomer im Uberschuss gebildet wurde.
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AAV 11: Anomere Phosphatylierung von Monosaccharide n mit Hilfe von
Dibenzylphosphat

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. In Anwesenheit
von Molekularsieb 3 A wurden 1.8 Aquivalente Dibenzylphosphat in einem Gemisch
aus absolutem Dichlormethan und absolutem Acetonitrii (1:1) geldst. Unter
Eiskiihlung und starkem Rihren wurde 1.0 Aquivalent des Glycopyranosylbromids,
geldst in absolutem Dichlormethan, zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde mit
1.8 Aquivalenten Silbercarbonat versetzt und tber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde tiber Celite® filtriert, das Lésungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer entfernt. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch

(PE/EE), wobei das B-Phosphat in reiner Form isoliert werden konnte.

AAV 12: Hydrogenolytische Spaltung von Benzyl-Schut zgruppen

Ein Aquivalent der jeweiligen benzylgeschiitzten Pyranosyl-Phosphate wurde in einer
Stickstoffatmosphéare in 1,4-Dioxan geldst und mit 2.0 Aquivalenten Triethylamin
versetzt. AbschlielRend wurde die Reaktionslésung je nach Ansatzgrof3e mit ein bis
drei Spatelspitzen Pd/C (10%ig) versetzt und im Ultraschallbad aktiviert. Der
Reaktionsansatz wurde mit leichtem H,-Uberdruck bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach vollstdandigem Umsatz (DC-Kontrolle: CH.CIl,/MeOH, 7:2) wurde die
Suspension iber Celite® filtriert. Das Rohprodukt wurde in Dichlormethan
aufgenommen und fuanfmal mit Wasser extrahiert. Das Produkt konnte aus den

vereinigten wassrigen Phasen durch Gefriertrocknung gewonnen werden.

AAV 13: Umacylierung der Aminofunktion der Neuraminsaur e

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 1.0 Aquivalent des
Thioglycosids 115 wurde in abs. Methanol gelést, mit 9.0 Aquivalenten Methansulfon-
saure versetzt und tUber Nacht bei 60 T geriihrt. Die Reaktion wurde dinnschicht-
chromatographisch (CH,Cl,/MeOH, 5:3) verfolgt und das gebildete Amin durch
Bespruhen mit Ninhydrin-Losung detektiert. Durch Zugabe von Triethylamin wurde
die Reaktionslésung neutralisiert und anschlieend in einen basischen pH-Bereich
uberfuhrt. Die Losung wurde bei 0 € mit 1.8 Aquiva lenten des jeweiligen Anhydrids
versetzt und zwei Stunden unter Eiskihlung gerthrt. Die Reaktion wurde
dunnschichtchromatographisch (CH,Cl,/MeOH, 5:3) verfolgt. Die Lo6sung wurde
eingeengt, der Ruckstand in Pyridin gelost und nach AAV 5 peracetyliert. Durch
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Zugabe von Methanol bei 0 T wurde die Reaktion abg ebrochen. Das Lésungsmittel
wurde entfernt und der Ruckstand mit Toluol codestilliert. Nach Trocknung im
Vakuum wurde der erhaltene Ruckstand in Chloroform gelést und mit 1M Salzsaure
und anschlieRend mit Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch (EE) gereinigt.

AAV 14: Spaltung des Thioglycosides modifizierter N euraminsaure-Derivate

1.0 Aquivalent der N-Alkanoylneuraminsaurethioglycoside wurde in Aceton und
Wasser (20:1) geldst. Die Lésung wurde mit 2.3 Aquivalenten NBS versetzt und fur
drei  Stunden bei  Raumtemperatur gertihrt. Die  Reaktion  wurde
dunnschichtchromatographisch (EE) verfolgt. Anschlie3end wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt und der Ruckstand in Chloroform geldst. Es wurde je zweimal
mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung und anschlieRend mit Wasser
gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Das Rohprodukt wurde s&dulenchromatographisch (PE/Aceton) gereinigt.

AAV 15: Synthese der Nucleosid Diphosphat Pyranosen

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuihrt. 2.0 Aquivalente
des jeweiligen  acetylgeschitzen  Glycosyl-Phosphats  (in Form des
Triethylammoniumsalzes), welches zuvor mehrere Stunden im Vakuum getrocknet
wurde, wurden in absolutem N,N-Dimethylformamid gel6dst und fir eine Stunde Uber
aktiviertem Molekularsieb 4 A gelagert. AnschlieRend wurde 1.0 Aquivalent des
cycloSal-Nucleosidmonophosphats, ebenfalls zuvor mehrere Stunden im Vakuum
getrocknet und anschlieRend geldst in absolutem N,N-Dimethylformamid, langsam
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur gerihrt und
dunnschichtchromatographisch verfolgt (CH.Cl,/MeOH, 9:1). Nach vollstandiger
Umsetzung des Triesters (18-26 h) wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Der Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Die
wassrige Phase wurde gefriergetrocknet. Das nach Gefriertrocknung erhaltene
Zuckernucleotid wurde in einem Gemisch aus Methanol, Wasser und Triethylamin
(7:3:1) aufgenommen und uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach erneuter
Gefriertrocknung  wurde das Rohprodukt  saulenchromatographisch  an
RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent gereinigt. Die Detektion der Produktfraktionen

erfolgte dunnschichtchromatographisch mit einem Gemisch aus iso-Propanol und
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1 M Ammoniumacetat-Losung (2:1). Durch nachfolgende Gefriertrocknung wurden

die reinen Produkte als farblose Feststoffe erhalten.

AAV 16: Synthese der Cytidin Monophosphat Neuramins ~ &uren

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. In Anwesenheit
von aktiviertem Molekularsieb 4 A wurde das jeweilige vorgetrocknete geschiitzte
Neuraminsdure-Derivat (2.0 Aquivalente) mit gewaschenem  Natriumhydrid
(2.0 Aquivalente) zunachst eine Stunde im Vakuum getrocknet. AnschlieRend wurde
bei -50C ein Gemisch aus absolutem Dichlormethan und absolutem
N,N-Dimethylformamid (5:1) hinzugegeben und die Losung bei dieser Temperatur fur
eine Stunde zur Deprotonierung gerihrt. Das cycloSal-Nucleotid wurde ebenfalls
einige Zeit im Vakuum getrocknet und anschlie3end, geldst in abs. Dichlormethan, zu
der deprotonierten Neuraminsdure getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bis zur
vollstdndigen Umsetzung (DC-Kontrolle: CH,CIl,/MeOH, 9:1) fir etwa vier Stunden
bei -50 T bis Raumtemperatur gerthrt. Nach Entfernen des L&sungsmittels im
Vakuum wurde der erhaltene Ruckstand in Wasser gelost und gefriergetrocknet. Der
Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mehrfach mit Wasser extrahiert.
Die vereinigten wassrigen Phasen wurden anschliel3end erneut gefriergetrocknet.
Zur Abspaltung der Schutzgruppen wurde das Rohprodukt in mdoglichst wenig
absolutem Methanol gelost und mit 3.0 Aquivalenten einer frisch hergestellten
0.5 M Natriummethanolat-L6ésung versetzt. Nach einer Reaktionszeit von etwa
20 Stunden wurden 3.0 Aquivalente Wasser hinzugefiigt und fir weitere vier Stunden
bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde
die Reaktionslosung mit Wasser verdinnt und erneut gefriergetrocknet.

Der Rickstand wurde séulenchromatographisch an RP-18-Silicagel mit Wasser als
Eluent gereinigt. Die Detektion der Produktfraktionen erfolgte
dunnschichtchromatographisch mit einem Gemisch aus iso-Propanol und
1 M Ammoniumacetat-Loésung (2:1). Durch nachfolgende Gefriertrocknung wurden

die reinen Produkte als farblose Feststoffe erhalten.
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8.2.2 Synthese der cycloSal-Verbindungen

8.2.2.1 Synthese der modifizierten Nucleoside

Synthese von 5’- OTBDMS-Uridin 41
Die Reaktion wurde gemafl AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 5.00 g (20.5 mmol)
Uridin 25 und 4.77 g (24.6 mmol) TBDMS-CI eingesetzt.

Ausbeute: 5.24g (14.6 mmol, 71%) eines gelblichen

Feststoffes; Summenformel: CisH26N206Si ; Molgewicht: ZEQ\ZNH
358.46 g/mol: DC: R;-Wert (CH.,Cl/MeOH, 7:3): 0.55; %Tl'io .
Schmelzpunkt: 78 C; Drehwert: [a]p®® =-40° (c=0.12, i\ ° o
MeOH). OH  OH

41

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.34 (s, 1H, NH), 7.77 (d, 3Jun = 8.0 Hz, 1H,
H6), 5.76 (d, 33w =4.7 Hz, 1H, H1), 556 (d, 3Jun = 8.0 Hz, 1H, H5), 5.46 (d,
33y = 5.1 Hz, 1H, 2°0OH), 5.11 (d, 334 = 4.6 Hz, 1H, 3'OH), 4.00-3.83 (m, 5H, H2',
H3, H4, H5)), 0.89 (s, 9H, CHstBu), 0.08 (s, 6H, CHsSilyl). *C-NMR &ppm
(101 MHz, DMSO-dg): 150.5 (C2), 140.2 (C4), 140.1 (C6), 101.5 (C5), 87.8 (C1)),
84.1 (C3), 73.7 (C5), 69.5 (C2), 62.6 (C4), 25.7 (CHstBu), 17.9 (C,tBu),
5.6 (CHsSilyl). IR vicm™ 2928, 1689, 1459, 1253, 1108, 827.
HRMS (FAB) ber.: 358.1798 [M], gef.: 358.1632.

Synthese von 5’- OTBDMS-2',3’-di- OAc-Uridin 44
Die Reaktion wurde gemafld AAV 2 durchgefihrt. Es wurden 5.24 g (14.6 mmol)
5-OTBDMS-Uridin 41 und 17.5mL (18.9g, 184 mmol) Essigsaureanhydrid

verwendet.
Ausbeute: 6.19g (13.9 mmol, 88%) eines farblosen 5@
6
Feststoffes; Summenformel:  Ci9H30N20gSi; Molgewicht: éio N~ 70
5
442.54 g/mol; DC: R;-Wert (CHCl,/MeOH, 9:1): 0.61, | AO~J ;-
Schmelzpunkt: 56 C. 3‘OAc Of\;
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'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.45 (s, 1H, NH), 7.75 (d, ®Juy = 8.1 Hz, 1H,
H6), 6.01 (d, ®Juy = 6.3 Hz, 1H, H1’), 5.68 (d, 3Juy = 8.1 Hz, 1H, H5), 5.34 (dd,
3Jin = 6.3 Hz, 33y =5.4 Hz, 1H, H2), 5.30 (dd, 3Juy = 5.4 Hz, 3Juy = 2.8 Hz, 1H
H3'), 4.20 (d, *Jun = 2.8 Hz, 1H, H4'),3.87-3.79 (m, 2H, H5"), 2.10, 2.02 (2x s, 2x 3H,
2x CHsAcetyl), 0.89 (s, 9H, CHstBu), 0.09 (s, 6H, CHsSilyl). **C-NMR &/ppm
(101 MHz, DMSO-dg): 169.4, 169.2 (2x C=OAcetyl), 162.7 (C2), 150.3 (C4), 139.8
(C6), 102.4 (C5), 85.5 (C1'), 82.4 (C4’), 72.3 (C2’), 70.6 (C3), 62.7 (C5), 25.6
(CH3tBu), 20.3, 20.1 (2x CHsAcetyl), 17.8 (CqtBu), -5.7 (CHsSilyl). IR vicm™: 2930,
1748, 1689, 1459, 1232, 1087, 829. HRMS (FAB) ber.: 443.1844 [M+H]",
gef.: 443.1837.

Synthese von 2',3'-di- OAc-Uridin 47

Die Reaktion wurde gemall AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 6.19 g (13.9 mmol)
5-0OTBDMS-2",3-di-OAc-Uridin 44 und 13.1 mL (12.9 g, 80.4 mmol) Triethylamin-
Trihydrofluorid verwendet.

Ausbeute: 4.22g (12.9 mmol, 93%) eines leicht gelblichen :f“i’““
Feststoffes; ~ Summenformel :  CisHigN.Og;  Molgewicht: . N0
328.27 g/mol; DC: Ri-Wert (CH.Cl/MeOH, 9:1): 0.33; a0~
Schmelzpunkt: 132 C; Drehwert: [0]p® =-4.3° (c=0.11, 3‘OAc 12
CHCly). 4

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.43 (s, 1H, NH), 7.91 (d, %Juy = 8.1 Hz, 1H,
H6), 6.02 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H1"), 5.74 (d, *Jun = 8.1 Hz, 1H, H5), 5.38-5.33 (m,
2H, H2’, H3’), 4.15 (s, 1H, H4’), 3.68-3.62 (m, 2H, H5’), 2.11, 2.03 (2x s, 2x 3H, 2x
CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 169.5, 169.3 (2x C=OAcetyl),
150.6 (C6), 150.5 (C4), 140.3 (C2), 102.6 (C5), 85.4 (C1"), 83.1 (C4’), 72.3 (C3)),
71.0 (C2), 60.8 (C5’), 20.4, 20.2 (2x CHsAcetyl). IR v/em™: 2159, 1699, 1671, 1540,
1373, 1210, 1044, 811. HRMS (FAB) ber.: 328.0898 [M], gef.: 328.0891.
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Synthese von 5’- OTBDMS-Cytidin 42
Die Reaktion wurde gemafl AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 4.00 g (16.5 mmol)
Cytidin 40 und 3.83 g (19.8 mmol) TBDMS-CI eingesetzt.

Ausbeute: 4.76 g (13.3 mmol, 83%) eines gelblichen . ’\EZN
Feststoffes; Summenformel: C15Ho7N305Si: | . | /g
Molgewicht: 357.48 g/mol; DC: R¢-Wert (CH,Cl,/MeOH, T‘O 5 Ve
7:3):  0.55; Schmelzpunkt: 148 C;  Drehwert: N\ &
[a]o® = - 33 °(c = 0.11, MeOH). on on

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 7.81 (d, %Juy = 7.4 Hz, 1H, H6), 7.10 (s, 2H,
NHy), 5.36 (d, 3Juy = 5.4 Hz, 1H, 2'0OH), 4.97 (d, 3Ju = 5.6 Hz, 1H, 3'OH), 5.77 (d,
3Jun = 3.3 Hz, 1H, H1'), 5.67 (d, ®Jun = 7.4 Hz, 1H, H5), 3.91-3.85 (m, 4H, H2’, H3’,
H4', H5"), 3.72-3.75 (m, 1H, H5’), 0.89 (s, 9H, CHstBu), 0.08 (s, 6H, CHsSilyl).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 165.6 (C2), 155.3 (C4), 140.7 (C6), 93.6 (C5),
89.2 (C1'), 83.2 (C3), 74.5 (C2’), 68.9 (C4’), 62.1 (C5’), 25.9 (CHstBu), 18.1 (C4tBu),
-5.6 (CH3Silyl). IR vicm™: 3344, 2929, 1647, 1494, 1256, 1117, 836. HRMS (FAB)
ber.: 358.1798 [M+H]", gef.: 358.1823.

Synthese von 5’- OTBDMS-N*Ac-2’,3'-di- OAc-Cytidin 45
Die Reaktion wurde gemafld AAV 2 durchgefihrt. Es wurden 4.50 g (12.6 mmol)
5-OTBDMS-Cytidin 42 und 16.5mL (17.8g, 170 mmol) Essigsaureanhydrid

verwendet.

Ausbeut e: 3.62g (7.49 mmol, 62%) eines farblosen . 8
Feststoffes; Summenformel: C21H33N30gSi: | | /g
Molgewicht: 483.20 g/mol; DC: R¢-Wert (CH,Cl,/MeOH, %Tio 5 Ve
9:1):  0.54; Schmelzpunkt: 77 C;  Drehwert: N\ &
[0(]D20 =+ 35°(c = 0.12, MeOH). S0ac OA

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 10.90 (s, 1H, NHAc), 8.13 (d, *Juu = 7.5 Hz,
1H, H6), 7.16 (d, 3Juy = 7.5 Hz, 1H, H5), 5.94 (d, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H1’), 5.30 (dd,
334 = 5.3 Hz, 3Juy = 4.6 Hz, 1H, H2"), 5.23 (dd, *Jun = 5.4 Hz, 3Juny = 5.3 Hz, 1H,
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H3), 4.19-4.17 (m, 1H, H4’), 3.86 (dd, 2Jun = 11.9 Hz, 3Juy = 3.0 Hz, 1H, H5"), 3.73
(dd, 2Jun = 11.9 Hz, 3Juy = 3.0 Hz, 1H, H5’), 2.03, 1.99, 1.98, (3x s, 3x 3H, 3x
CHsAcetyl), 0.80 (s, 9H, CHstBu), 0.01 (s, 6H, CH3Silyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz,
DMSO-dg): 169.2, 169.3, 171.1 (3x C=OAcetyl), 162.7 (C2), 154.3 (C4), 144.7 (C6),
95.8 (C5), 88.1 (C1), 82.3 (C3'), 73.5 (C2"), 69.8 (C4’), 62.2 (C5'), 25.6 (CHstBu),
24.4, 20.3, 20.2, (3x CH3Acetyl), 17.9 (C4tBu), -5.7 (CHsSilyl). IR vicm™: 2931, 2859,
1754, 1675, 1493, 1233, 1086, 836. HRMS (FAB) ber.:483.2115 [M], gef.: 483.2037.

Synthese von N*Ac-2’,3"-di- OAc-Cytidin 48
Die Reaktion wurde gemafl AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 3.00 g (6.20 mmol)
5-OTBDMS-N*Ac-2",3"-di-OAc-Cytidin 45 und 6.35mL (6.27g, 39.0 mmol)

Triethylamin-Trihydrofluorid verwendet.

Ausbeute: 2.259g (6.09 mmol, 98%) eines leicht gelblichen 4
Feststoffes; Summenformel: Ci1sH19N3Og;  Molgewicht: 6|

369.33 g/mol; DC: R;-Wert (CH,ClL/MeOH, 9:1): 0.39; "\ s 5
Schmelzpunkt: 166 €; Drehwert: [0]p?® =-40° (c=0.12, 4‘Q1‘
MeOH). “onc oA

48
'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 9.19 (s, 1H, NHAc), 8.11 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 1H,
H6), 7.38 (d, Juy =7.5Hz, 1H, H5), 5.97 (d, 3Juny = 4.8 Hz, 1H, H1'), 5.56 (dd,
3Jin = 5.3 Hz, 3J4y = 5.1 Hz, 1H, H3), 5.46 (dd, 3Jun = 5.1 Hz, 3Juy = 4.8 Hz, 1H,
H2), 4.21-4.19 (m, 1H, H4’), 3.94 (d, “Jun = 11.5 Hz, 1H, H5'), 3.78 (d, 2Jun = 11.5
Hz, 1H, H5’), 2.18, 2.05, 2.02 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm
(101 MHz, DMSO-dg): 169.2, 169.5, 171.3 (3x C=OAcetyl), 162.8 (C2), 154.5 (C4),
145.6 (C6), 96.0 (C5), 88.0 (C1’), 82.9 (C3'), 73.3 (C2'), 70.3 (C4’), 60.3 (C5'), 24.4,
20.4, 20.3, (3x CHsAcetyl). IR vicm™: 3474, 1746, 1656, 1497, 1375, 1245, 1077,
789. HRMS (FAB) ber.: 369.1250 [M], gef.: 369.1172.
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Synthese von 5’- OTBDMS-N®Ac-2’,3'-di- OAc-Adenosin 46

Die Reaktion wurde gemall AAV 1 und AAV 2 durchgefuhrt. Es wurden 3.00 g
(11.2 mmol) Adenosin 27, 2.00g (13.4mmol) TBDMS-CI, 14.3mL (15.4g,
151 mmol) Essigsédureanhydrid und 50 mL Pyridin

eingesetzt. ] ;
/N S
Ausbeute: 4.66 g (9.18 mmol, 82%) eines farblosen | 8<N 4 )2
Feststoffes; Summenformel: C,oH33Ns0-Si: Tio s 9 N
Molgewicht: 507.61 g/mol; DC: R; -Wert A \ g
(CH,Clo/MeOH, 9:1): 0.73. *oac oA

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 8.69 (s, 1H, H2), 8.62 (s, 1H, NHAc), 8.37 (s, 1H,
H8), 6.39 (d, %Jun = 6.8 Hz, 1H, H1"), 5.77 (dd, 3Jun = 6.8 Hz, 3Juy = 5.2 Hz, 1H, H2"),
5.53 (dd, 3Jun = 5.2 Hz, 3Juu = 2.6 Hz, 1H, H3"), 4.33-4.32 (m, 1H, H4"), 3.96 (dd,
2Jun = 11.6 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H5'), 3.89 (dd, %Jun = 11.6 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H,
H5'), 2.61, 2.15, 2.03 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl), 0.95 (s, 9H, CH3tBu), 0.15 (s, 6H,
CHs3Silyl). **C-NMR 8/ppm (101 MHz, CDCls): 170.4, 170.0, 169.5 (3x C=OAcetyl),
152.8 (C2), 151.5 (C4), 149.4 (C6), 140.9 (C8), 121.8 (C5), 85.1 (C1’), 84.3 (C4),
74.4 (C2’), 72.0 (C3"), 26.1 (CH3tBu), 25.8, 20.8, 20.5 (3x CHzAcetyl), 18.5 (C4tBu), -
5.3 (CHsSilyl). IR vicm™: 2928, 2856, 1747, 1702, 1605, 1584, 1464, 1371, 1330,
1117, 1007, 976, 830. MS (FAB) ber.: 508.6 [M+H]", gef.: 508.4.

Synthese von N°®-Ac-2’,3'-di- OAc-Adensoin 48

Die Reaktion wurde gemafl AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 4.00 g (7.92 mmol)
5'-OTBDMS-N°Ac-2",3"-di-OAc-Adenosin 46, 7.70 mL (7.62 g, 47.0 mmol)
Triethylamin-Trihydrofluorid, 20 mL Dichlormethan und 20 mL THF verwendet.

H N~ \Nl
Ausbeute: 2.8g (7.1 mmol, 92%) eines farblosen 8</ ' J
Feststoffes; Summenformel:  Cyi6H190NsO7; Molgewicht: N 4 ,;/2
5
393.40 g/mol; DC: R¢-Wert (CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.62. . o
1
3 2
OAc OAc
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'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 10.76 (s, 1H, NHAc), 8.71 (s, 1H, H8), 8.68 (s,
1H, H2), 6.31 (d, 3Jun = 6.5 Hz, 1H, H1"), 5.96 (dd, ®Juy = 6.5 Hz, 3Jun = 5.6 Hz, 1H,
H2'), 5.45 (dd, 3Jun = 5.6 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H, H3'), 5.42 (t, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, OH),
4.27-4.25 (m, 1H, H4"), 3.77-3.72 (m, 1H, H5’), 3.69-3.63 (m, 1H, H5'), 2.26, 2.21,
1.99 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 169.5,
169.2, 168.9 (3x C=OAcetyl), 151.9 (C2), 151.6 (C4), 149.8 (C6), 123.6 (C5), 85.1
(C1), 83.7 (C4"), 72.6 (C2"), 71.1 (C3'), 60.9 (C5'), 24.3, 20.4, 20.2 (3x CHsAcetyl).
IR viem™: 3250, 3119, 2930, 2858, 1746, 1702, 1606, 1585, 1485, 1370, 1211, 1083,
952, 917. MS (FAB) ber.: 394.4 [M+H]", gef.: 394.3.

Synthese von 3',5'-Di- O-Mesyl-Thymidin 57

Es wurden 7.50 g (31.0 mmol) Thymidin 56 in 75 mL absolutem Pyridin. Bei 0 T
wurden Uber 30 Minuten 5.10 mL (7.50g, 65.0 mmol) Mesylchlorid langsam
zugetropft und die Losung fir 1 Stunde bei 0 T ger thrt. Die Losung wurde Uber
Nacht bei -4 T gelagert. Nach Filtration wurde die Halfte des Lésungsmittels unter
vermindertem Druck entfernt. Die Losung wurde erneut auf O C abgekuhlt und in
150 mL Eiswasser gegossen, wobei ein farbloser Niederschlag ausfiel. Der
Niederschlag wurde nach einer Stunde abfiltriert und dreimal mit Eiswasser
gewaschen. Das Rohprodukt wurde im Olpumpenvakuum getrocknet und aus Aceton

umbkristallisiert.

Ausbeute: 6.08g (15.3 mmol, 49%) eines farblosen 5 2' N/ZLHO

Feststoffes; Summenformel:  Ci2H1gN200S2;  Molgewicht:  Hyc-§-0

398.05 g/mol; DC: Ri-Wert (CH.Cl,/MeOH, 9:1): 0.45; ° 4N ° v

Schmelzpunkt: 182 C; Drehwert: [a]p® =+ 9.2 ° (c = 0.11, osfs:):o i
CH,

DMSO).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.42 (s, 1H,NH), 7.53 (d, *Jun = 1.2 Hz, 1H,
H6), 6.23 (dd, 3Jun = 7.3 Hz, %Juy = 7.3 Hz, 1H, H1'), 5.32-5.29 (m, 1H, H3'), 4.47-
4.45 (m, 2H, H5'), 4.39-4.38 (m, 1H, H4’), 3.32, 3.33 (2x s, 2x 3H, 2x CHsMesyl),
251-249 (m, 1H, H2), 180 (d, 3J4w=1.3Hz, 3H, CHsThymin).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 163.6 (C4), 150.4 (C2), 135.8 (C6), 110.1
(C5), 84.0 (C1’), 80.5 (C4’), 79.4 (C3'), 68.5 (C5), 37.7, 36.8 (2x CHsMesyl), 12.0
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(CH3Thymin). IR viem™: 3028, 1719, 1689, 1354, 1167, 1093, 937, 823. HRMS
(FAB) ber.: 399.0526 [M+H]", gef.: 399.0518.

Synthese von 3’,5’-Anhydro-Thymidin 58

Es wurden 2.03 g (50.0 mmol) Natriumhydroxid in 100 mL Wasser gel6st und 6.08 g
(15.2 mmol) 3’,5-Di-O-Mesyl-Thymidin 57 portionsweise zugegeben. Die L6ésung
wurde fur 75 Minuten unter Ruckfluss gerihrt. Nachdem die Lésung wieder auf
Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde mit konz. Salzsaure neutralisiert und funfmal
mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber
Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck zur Trockene eingeengt. Der

Rickstand wurde aus Ethanol umkristallisiert.

(0]
5 4
Ausbeute: 2.91mg (12.3mmol, 85%); Summenformel: 6| /E
C10H12N204; Molekulargewicht:  224.08 g/mol; DC: Ri-Wert o N~ 0
(CH.CIo/MeOH, 9:1): 0.55; Schmelzpunkt: 192 C; Drehwert: j -0 1
[a]p® = - 76 °(c = 0.12, DMSO). 3 2

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.41 (s, 1H, NH), 8.02 (d, *Juy = 0.9 Hz, 1H,
H6), 6.52-6.49 (m, 1H, H1'), 5.48 (m, 1H, H3"), 4.90-4.88 (m, 1H, H4"), 4.69 (dd,
2Jun=T7.8 Hz, 3Juu = 4.1 Hz, 1H, H5"), 4.03 (dd, Jun=7.8 Hz, 3Jun = 1.6 Hz, 1H,
H5'), 2.48-2.46 (m, 2H, H2"), 1.79 (d, *Jun = 0.9 Hz, 3H, CHs). *C-NMR &/ppm
(101 MHz, DMSO-dg): 163.9 (C4), 151.0 (C2), 136.6 (C6), 109.7 (C5), 88.3 (C1)),
86.9 (C3"), 79.9 (C4"), 75.4 (C5’), 37.0 (C2’), 12.4 (CHs). IR vicm™: 3039, 2875, 1679,
1464; 1418, 1268, 1086, 949, 854, 756. HRMS (FAB) ber.: 225.0870 [M+H]",
gef.: 225.0879.

Synthese von 3’-Desoxy-2’,3’-Didehydro-Thymidin (d4 T) 31

291g (13.0 mmol) 3,5-Anhydro-Thymidin 58 wurden in 30 mL absolutem
Dimethylsulfoxid gelést und 2.31 g (20.8 mmol) KOtBu zugegeben. Die LOsung
wurde fur 18 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieRend auf 0 C
gekuhlt. Es wurden 100 mL auf O € gekuhltes Toluol zugegeben und fur 45 Minuten
geruhrt. Die Reaktionslosung wurde zur Auskristallisation fur drei Tage im
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Kihlschrank gelagert und anschlieend filtriert. Der farblose Niederschlag wurde in
Wasser geldst, mit 2 M Salzsaure neutralisiert und gefriergetrocknet. Der Ruckstand
wurde in Ethylacetat suspendiert und mittels Filtration Uber Kieselgel gereinigt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck abgetrennt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch (CH,Cl,/MeOH, 19:1) gereinigt.

(0]
Ausbeute:  1.92g (8.57 mmol, 78%) eines farblosen \SE#NH
Feststoffes;  Summenformel: Ci10H12N204;  Molgewicht: 6 N/ZJ*O
22421 g/mol; DC: R;-Wert (CH.Cl,/MeOH, 9:1): 0.38; N o
Schmelzpunkt: 159 C; Drehwert: [a]p®®=+32° (c = 0.13, Ne—s"
DMSO). ’ 31 :

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.28 (s, 1H, NH), 7.64 (d, *Juy = 1.3 Hz, 1H,
H6), 6.83-6.81 (m, 1H, H1"), 6.41-6.39 (m, 1H, H3’), 5.91-5-89 (m, 1H, H2’), 5.01-4.99
(m, 1H, 5’-OH), 4.78-4.76 (m, 1H, H4’), 3.61-3.59 (m, 2H, H5"), 1.72 (d, *Juy = 1.3 Hz,
3H, CHs). *C-NMR 8/ppm (101 MHz, DMSO-de): 163.8 (C4), 150.7 (C2), 136.7 (C6),
134.9 (C3'), 125.9 (C2), 108.9 (C5), 88.9 (C1)), 87.2 (C4’), 62.2 (C5’), 12.1 (CHa). IR
vicm™: 3036, 1686, 1460, 1334, 1224, 1072, 1033, 976, 804. HRMS (FAB)
ber.: 224.0797 [M], gef.: 224.0651.

Synthese von 3’-Desoxy-Thymidin (ddT) 55

Es wurden 580 mg (2.59 mmol) 3’-Desoxy-2’,3’-Didehydro-Thymidin 31 in 38 mL
absolutem Ethanol gel6ést, zwei Spatelspitzen Pd/C (5% Pd, 60% H,O) als
Katalysator zugegeben und unter Wasserstoffatmosphare bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach 3 Tagen wurde der Katalysator abfiltriert und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene Rulckstand wurde in Dichlormethan
geldst und séulenchromatographisch (CH,Cl,/MeOH, 19:1) gereinigt. Der erhaltene
Feststoff wurde gefriergetrocknet.
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Ausbeute: 340mg (1.51 mmol, 58%), eines farblosen :| /g
Feststoffes; Summenformel: ~ CioH1aN,O4;  Molgewicht: N“ 270
226.23 g/mol; DC: R;-Wert (CH.CIl,/MeOH, 9:1): 0.31; y ° :o: .
Drehwert: [a]p?° =+ 7.8 °(c = 0.11, DMSO). 3 >

55

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.20 (s, 1H, NH), 7.82-7.80 (m, 1H, H6), 5.97
(dd, 3J4n = 6.8 Hz, 3Jun = 3.8 Hz, 1H, H1'), 4.03-3.97 (m, 1H, H4’), 3.70-3.65 (m, 1H,
H5"), 3.55-3.50 (m, 1H, H5’), 2.27-2.22 (m, 1H, H2’), 1.95-1.85 (m, 3H, H3’, H2), 1.77
(d, *Jun = 1.2 Hz, 3H, CHa3). **C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 163.8 (C4), 150.4
(C2), 136.3 (C6), 108.6 (C5), 84.7 (C1’), 81.2 (C4), 62.0 (C5’), 31.6 (C3'), 24.8 (C2),
12.3 (CHa). IR vicm™: 3082, 1685, 1588, 1465, 1346, 1301, 1248, 1085, 1028, 994,
936. HRMS (FAB) ber.: 227.1026 [M+H]", gef.: 227.1035.

Synthese von 5’- OAc-Acyclovir

Es wurden 2.52 g (11.2 mmol) Acyclovir 59 in Pyridin gelost und mit 1.0 Aquivalenten
Essigsdureanhydrid versetzt. Die Reaktionslésung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Nach Aufarbeitung und saulenchromatographischer

Reinigung (CH.Cl,/ MeOH, 9:1) konnte das gewunschte Produkt erhalten werden.

(0]

NS5
Ausbeute: 2.27 g (8.51 mmol, 76%) eines farblosen 8</ ﬁNH
Feststoffes; Summenformel: C;0H13Ns04; Molgewicht: NT4 N7 TNHAC
HO_
ﬁoJ
2 v

267.24 g/mol.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 10.68 (s, 1H, NH), 7.76 (s, 1H, H8), 5.37-5.32
(m, 2H, H1), 4.16-4.40 (m, 1H, H3"), 3.98-4.04 (m, 1H, H3'), 3.74-3.62 (m, 2H, H2),
1.72 (s, 3H, CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 169.3 (C=OAcetyl),
157.2 (C6), 153.9 (C2), 151.4 (C4), 137.6 (C8), 131.1 (C5), 71.7 (C1’), 67.3 (C3"), 59.7
(C2'), 20.2 (CHsAcetyl). IR vicm™: 3445; 3066; 1692; 1545; 1403; 1318; 1256; 1087;
751. HRMS (FAB) ber.: 268.1040 [M+H]", gef.: 268.1089.
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Synthese von N2 5-O-di-DMTr-Acyclovir

Es wurden 1.26 g (5.59 mmol) Acyclovir 59 mit 100 mL Pyridin versetzt. Zu dieser
Losung wurden 71 mg (0.58 mmol) DMAP hinzugegeben und die Lésung kurz
geruhrt. AnschlieRend wurden 6.90 g (22.5 mmol) DMTr-Cl hinzugegeben und die
LAsung bei Raumtemperatur fir 22 Stunden gerthrt. Zur Aufarbeitung wurden 30 mL
Methanol hinzugegeben und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. AnschlieRend
wurde mit Toluol und Dichlormethan codestilliert. Der Ruckstand wurde mit
Dichlormethan und 1% Et3N aufgenommen und mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und anschlieBend mit Wasser gewaschen. Es
wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Die weitere Reinigung erfolgte durch Flashchromatographie (CH,Cl,/MeOH,
9:1, 1% EtsN).

(0]
Ausbeute: 1.15 g (1.49 mmol, 25%) eines farblosen N5
NH
Feststoffes; Summenformel: Cs50H47Ns07; 8</ |
) N™ 2>N NHDMTY
Molgewicht: 829.94 g/mol; DC: Ri-Wert pyro \I
(CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.47; Drehwert: [0]p?°=-25"° ©

2 r
(c =0.15, CHCIy).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 10.57 (s, 1H, NH), 7.75 (s, 1H, H8), 7.33-7.28
(m, 4H, Ha), 7.23-7.11 (m, 12H, Ha,), 6.98-6.96 (m, 1H, Hp,), 6.93-6.90 (m, 4H, Ha,),
6.78-6.75 (d, 4H, Ha), 4.93 (s, 2H, H1"), 3.74 (s, 6H, 2x OCHs), 3.59 (s, 6H, 2x
OCHjs), 3.11 (s, 2H, H3), 2.71 (s, 2H, H2"). **C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg):
157.9 (C6), 135.6 (C8), 129.6 (Ca), 129.5 (Ca,), 128.1 (Ca,), 127.6 (Car), 127.5 (Ca),
127.3 (Car), 116.4 (Cp), 113.0 (Ca), 112.7 (Ca), 69.0 (C1’), 68.6 (C3’), 62.0 (C2)),
54.8 (OCHj), 45.6 (C2gase, C4 pases C5 gase)- IR vicm™: 2932, 1681, 1604, 1505, 1244,
1173, 1029, 825, 700. HRMS (FAB) ber.: 830.3548 [M+H]*, gef.: 830.3565.

Synthese von N?-DMTr-Acyclovir

Es wurden 1.00 g (1.31 mmol) N?5-O-di-DMTr-Acyclovir in 2 mL Dichlormethan
gelost. Zu der LOsung wurden 5 mL 2%iger BSA-Losung hinzugegeben. Nach
vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle: CH,CIl,/MeOH, 7:3) wurde
saulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH, 8:2, 1% Et3N).
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(0]
Ausbeute: 0.19 g (0.36 mmol, 27%) eines farblosen N—5-g
NH
Feststoffes; Summenformel: C,9H29Ns50s; Molgewicht: 8</ , 2
N™ 4N NHDMTr

527.57 g/mol; DC: R;-Wert (CH.CI,/MeOH, 9:1): 0.42; o N \I
Drehwert: [a]p?° = + 51 °(c = 0.11, CHCl 3). | © }

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 10.61 (s, 1H, NH), 7.68 (s, 1H, H8), 7.31-7.26
(m, 4H, Hp), 7.62 (s, 1H, NHpur), 7.19-7.17 (m, 5H, Ha,), 6.87-6.85 (m, 4H, Ha),
4.87 (s, 2H, H1"), 4.53-4-50 (m, 1H, OH), 3.71 (s, 6H, 2x OCHs), 3.21-3.18 (m, 2H,
H3)), 2.94-2.92 (m, 2H, H2)). *C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 157.5 (C6),
150.6 (C2), 150.0 (C5), 145.0 (C4), 136.8 (Ca), 129.6 (Ca), 129.6 (Car), 128.2 (Ca)),
127.5 (Car), 116.3 (C8), 112.7 (Ca), 76.2 (C1), 70.9 (C3), 69.1 (C2"), 59.7, 54.8
(OCHs). IR vicm™: 1675, 1603, 1507, 1248, 1158, 1031, 827. HRMS (FAB)
ber.: 528.2241 [M+H]", gef.: 528.2267.

8.2.2.2 Synthese des cycloSal-Chlorphosphits

Synthese von 5-Nitro-Salicylalkohol 38

Es wurden 5.00g (30.0mmol) 5-Nitro-Salicylaldehyd 37 in 150 mL
absolutem Ethanol gelést. Zu dieser LOosung wurden 1.12g (29.5 mmol)
Natriumborhydrid gegeben und das Reaktionsgemisch anschliel3end tber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Uberschiissiges Natriumborhydrid wurde durch Zugabe
von 1 N Salzsaure (10 mL) zerstort und die Reaktionsldsung angesauert. Nach
Filtration wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der
Ruckstand wurde in Methanol aufgenommen und das Lésungsmittel erneut im
Vakuum entfernt. Diese Codestillation wurde insgesamt dreimal wiederholt. Das

Rohprodukt wurde aus Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 4.91 g (29.0 mmol, 98%) eines gelben, kristallinen o,N_s 3 A on
Feststoffes;  Summenformel: C/H;NO4;  Molgewicht: \4(:[\
169.13 g/mol; DC: R;-Wert (CH.Cl,/MeOH, 9:1): 0.49; 3 2 oM

Schmelzpunkt: 127 <. 38
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'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 8.21-8.20 (m, 1H, H6), 8.01 (dd, 3Juy = 8.8 Hz,
*Jun = 2.8 Hz, 1H, H4), 6.93 (d, %Juy = 8.8 Hz, 1H, H3), 4.51 (s, 2H, H7). *C-NMR
8/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 160.5 (C2), 139.7 (C5), 130.3 (C1), 124.0 (C4), 122.7
(C6), 114.7 (C3), 57.5 (C7). IR vicm™: 3429, 3198, 1593, 1331, 1280, 1023, 931,
643. HRMS (FAB) ber.: 170.0448 [M+H]", gef.: 170.0453.

Synthese von 5-Nitro- cycloSal-Chlorphosphit 39

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt, um Sauerstoff und
Feuchtigkeit —auszuschlieRen. Es wurden 765mg (4.52 mmol) 5-Nitro-
Salicylalkohol 38 in 70 mL absolutem Diethylether vorgelegt und auf —-20 C
abgekihlt. Bei dieser Temperatur wurden 1.2 Aquivalente frisch destilliertes
Phosphor(lll)-chlorid (0.440 mL, 0.680 g, 4.97 mmol) zugegeben und fur 10 Minuten
geruhrt. AnschlieBend wurden ebenfalls bei —20 T U ber einen Zeitraum von
1 Stunde 2.3 Aquivalente absolutem Pyridin (0.800 mL, 0.780 g, 9.81 mmol), geldst
in

5 mL absolutem Diethylether, zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwarmt und fur weitere 1.5 Stunden geruhrt.
Der Ansatz wurde Uber Nacht bei -20 T gelagert, um ein mdglichst vollstandiges
Ausfallen des entstandenen Pyridinhydrochlorids herbeizufiihren, welches
nachfolgend unter Schutzgas mittels einer Umkehrfritte abfiltriert wurde. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne

weitere Reinigung zu dem cycloSal-Nucleosidmonophosphat umgesetzt.

Ausbeute: 800 mg eines noch verunreinigten, farblosen o 5, 7

2 5
Feststoffes als Gemisch von zwei Enantiomeren; C|’
Summenformel: C;HsCINO4P; Molgewicht: 233.55 g/mol. 4 2 O/P“"C,

39

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 8.18 (dd, 3Jun = 8.6 Hz, *Jun = 2.0 Hz, 1H, H4),
7.98 (d, *Jyy=2.0Hz, 1H, H6), 7.13 (d, 3Jun=8.6 Hz, 1H, H3), 5.52 (dd,
2Jun = 14.2 Hz, 3Jpp = 2.6 Hz, 1H, H7), 5.14 (dd, 2Jun = 14.2 Hz, 3J4p = 9.6 Hz, 1H,
H7). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): 140.7.
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8.2.2.3 Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Synthese von 5-Nitro- cycloSal-2’,3’-di- OAc-Uridinmonophosphat 50

Die Reaktion wurde gemaR AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 400 mg (1.21 mmol)
2',3-di-OAc-Uridin 47, 560 mg (2.42 mmol) 5-Nitro-cycloSal-Chlorphosphit 39,
0.420mL (0.320g, 2.42mmol) DIPEA, 290g (4.84mmol) Oxone® und

40 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 636 mg (1.18 mmol, 96% bezogen o)
6 7
auf das nicht chromatographierte Produkt) einer °2N~&-X1 4 NH
o0 f
. Y
farblosen Watte als Gemisch von 4 . O/P,L 6 N/Zl\o
O
zZwei Diastereomeren; Summenformel: : 5 o
. 1'
Ca0H20N3013P; Molgewicht: 541.36 g/mol; DC: TN .
50 3OAc OAc

Rt -Wert (CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.66.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 8.46 (s, 2x 1H, 2x NH), 8.26-8.25 (m, 1x 1H, 1x
H4,), 8.24-8.23 (m, 1x 1H, 1x H4,), 8.09-8.08 (m, 2x 1H, 2x H6,), 7.38 (d,
3Jun = 8.2 Hz, 1x 1H, 1X H6gase), 7.36 (d, *Jun = 8.2 Hz, 1x 1H, 1x H6gase), 7.24 (d,
3Jui = 9.1 Hz, 1x 1H, 1x H3a), 7.23 (d, Jun = 9.1 Hz, 1x 1H, 1x H3a), 5.94 (d,
%)y = 6.8 Hz, 1x 1H, 1x H1), 5.93 (d, 3Juy = 6.8 Hz, 1x 1H, 1x H1’), 5.74 (d,
334 = 8.2 Hz, 1x 1H, 1X H5gase), 5.72 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 1x 1H, 1x H5gase), 5.53-5.47
(m, 2x 2H, 2x H74), 5.39 (dd, %Jun = 6.0 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 1x 1H, 1x H3'), 5.32 (dd,
3Jun = 6.0 Hz, 33y = 4.6 Hz, 1x 1H, 1x H3'), 5.30-5.26 (m, 2x 1H, 2x H2'), 4.62-4.54
(m, 1x 2H, 1x H5'), 4.52-4.42 (m, 1x 2H, 1x H5"), 4.35-4.30 (m, 2x 1H, 2x H4’), 2.13,
2.11, 2.09, 1.99 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls):
170.3 (4x C=OAcetyl), 164.6 (2x Cdgase), 153.6 (2x C24;), 150.7 (2X C2gase), 141.6
(2x C54), 139.2 (2X CBgase), 131.1 (2x Cla,), 125.7 (2x C4ar), 121.5 (2x C64), 119.5
(2x C3p;), 103.4 (2x Cbgase), 88.3 (2x C1'), 80.4 (2x C4'), 72.4 (2x C2’), 69.5 (2x C3),
68.1 (2x C74), 67.4 (2x C5’), 20.5, 20.4 (4x CHsAcetyl). **P-NMR &/ppm (162 MHz,
CDCls): - 10.32, - 10.69. IR vicm™: 3434, 2926, 1751, 1701, 1627, 1561, 1486, 1377,
1248, 1091, 1034, 940, 909, 816. HRMS (ESI") ber.: 542.0807 [M+H],
gef.: 542.0806.
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Synthese von 5-Nitro- cycloSal-N*Ac-2",3"-di- OAc-Cytidinmonophosphat 51

Die Reaktion wurde gemaR AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 400 mg (1.07 mmol)
N*Ac-2’,3'-di-OAc-Cytidin 48, 500 mg (2.14 mmol) 5-Nitro-cycloSal-Chlorphosphit 39,
0.380mL (0.290g, 2.140 mmol) DIPEA, 2.63g (4.28 mmol) Oxone® und

20 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 550 mg  (0.950 mmol, 87% NHAC
bezogen auf das nicht chromatographierte ©O:N< s A o 5| AN
Produkt) einer farblosen Watte als Gemisch j@g;io 6 N}KO
von zwei Diastereomeren; Summenformel: 3 5
C22H23N4O13P; Molgewicht: 582.41 g/mol; DC: e y

R; -Wert (CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.37. s “on onc

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 9.19 (s, 2x 1H, 2x NHAc), 8.01 (d, 3Jun = 7.3 Hz,
2X 1H, 2x H6gase), 7.40-7.33 (M, 4x 1H, 2x H3p, 2X H5gase), 7.17-7.13 (m, 4x 1H, 2x
H4ar, 2X H641), 5.86 (d, 3Jun = 3.7 Hz, 1x 1H, 1x H1’), 5.81 (d, %Jun = 3.7 Hz, 1x 1H,
1x H1'), 5.50-5.45 (m, 2x 2H, 2x H7x,), 5.41 (dd, 3Jun = 6.3 Hz, 3Jun = 6.3 Hz, 2x 1H,
2x H2"), 5.32 (dd, 3Juy = 6.3 Hz, 33y = 6.3 Hz, 2x 1H, 2x H3'), 4.50-4.29 (m, 2x 3H,
2x H5’, 2x H4'), 2.12 (s, 2x 3H, 2x CHa), 2.11, 2.06, 2.04, 2.03, 2.01, 1.99 (6x s, 6x
3H, 6x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 171.0, 169.3, 169.2 (6x
C=0OAcetyl), 163.0 (2x C2gase), 154.1 (2X Clgase), 146.7 (1x Cb6pgase), 146.6 (1x
C6gase), 129.4 (2x C4p,), 128.3 (2x Clp,), 128.2 (2x C5p,), 126.1 (2x C247), 125.9 (2x
C6ar), 120.0 (2x C34), 91.3 (1x C5p), 91.0 (1x C54), 79.3 (2x C1)), 72.5 (2x C4),
69.2 (2x C2'), 68.9 (2x C3"), 68.1 (d, ?Jcp = 6.6 Hz, 1x C74,), 68.0 (d, “Jcp = 6.6 Hz,
1x C7ar), 66.8 (d, “2Jcp = 5.1 Hz, 1x C5’), 66.5 (d, Jcp = 5.1 Hz, 1x C5’), 29.7, 20.3,
20.2 (6x CHsAcetyl). *P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): -10.02, -10.29.
IR viem™: 2363, 1751, 1670, 1489, 1347, 1235, 1035, 939, 816, 748. HRMS (FAB)
ber.: 581.0926 [M-HJ, gef.: 581.1223.
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Synthese von 5-Nitro- cycloSal-N°Ac-2’,3"-di- OAc-Adenosinmonophosphat 52

Die Reaktion wurde gemafl AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 250 mg (0.640 mmol)
NPAc-2’,3"-di-OAc-Adenosin 49, 300 mg (2.28 mmol) 5-Nitro-cycloSal-
Chlorphosphit 39, 0.220 mL (0.170 g, 1.28 mmol) DIPEA, 1.56 g (2.56 mmol) Oxone®

und 20 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 330 mg (0.550 mmol, 86%
bezogen auf das nicht chromatographierte
Produkt) einer farblosen Watte als Gemisch
von zwei Diastereomeren; Summenformel:
C23H23Ng012P; Molgewicht:  606.41 g/mol;
DC: Rt -Wert (CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.54.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 10.74 (s, 1x 1H, 1x NHAc), 10.71 (s, 1x 1H, 1x
NH), 8.60 (s, 1x 1H, 1x H8gase), 8.59 (S, 1x 1H, 1x H8gase), 8.58 (S, 1x 1H, 1x H2gase),
8.56 (s, 1x 1H, 1x H2gase), 8.18-8.11 (m, 2x 2H, 2x H6,, 2x H4a), 7.23 (d,
334 = 8.9 Hz, 1x 1H, 1x H3,), 7.18 (d, 3Juy = 8.9 Hz, 1x 1H, 1x H3a), 6.29 (d,
3Jun = 5.4 Hz, 1x 1H, 1x H1'), 6.27 (d, %Jun = 5.4 Hz, 1x 1H, 1x H1'), 5.99 (dd,
3Jun = 9.8 Hz, 3Jun = 5.4 Hz, 2x 1H, 2x H2"), 5.69-5.38 (m, 2x 3H, 2x H3’, 2x H7A),
4.55-4.49 (m, 2x 2H, 2x H5'), 4.44-4.43 (m, 2x 1H, 2x H4’), 2.27, 2.26, 2.11, 2.09,
2.03, 2.02 (6x s, 6x 3H, 6x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 169.3,
169.2, 168.8 (6x C=OAcetyl), 153.8 (1x C2), 153.7 (1x C2a/), 151.8 (2x C2gase),
151.2 (2X C6gase), 149.7 (2x Clpase), 143.4 (2x C5p4), 141.8 (2X C8gase), 125.3 (1x
C4ar), 125.2 (1x C4pr), 123.6 (1X Cbgase), 123.5 (1x C5gase), 122.2 (2x C64;), 121.9
(2x Cla), 119.4 (1x C3a), 119.3 (1x C3a), 86.0 (2x C1"), 79.8 (d, Jcp = 7.0 Hz, 1x
C4), 79.7 (d, 3Jcp = 7.0 Hz, 1x C4’), 71.9 (2x C2), 69.2 (1x C3’), 69.1 (1x C3), 67.9
(d, 2Jep = 7.0 Hz, 1x C74), 67.8 (d, 2Jcp = 7.0 Hz, 1x C74), 66.9 (d, 2Jcp = 6.2 Hz, 1x
C5’), 66.8 (d, 2Jcp = 6.2 Hz, 1x C5), 24.3, 20.3, 20.1 (6x CHzAcetyl). *'P-NMR &/ppm
(162 MHz, DMSO-dg): - 10.33, - 11.97. IR v/cm™: 3083, 2928, 2359, 1746, 1609,
1587, 1525, 1295, 1230, 1087, 1030, 996, 937, 816. HRMS (ESIY)
ber.: 607.1184 [M+H]", gef.: 607.1184.
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Synthese von 5-Nitro -cycloSal-3’-Desoxy-2’,3'-Didehydro-
Thymidinmonophosphat 58

Die Reaktion wurde gemafld AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 143 mg (0.640 mmol)
3’-Desoxy-2’,3'-didehydro-Thymidin 31, 295 mg (1.27 mmol) 5-Nitro-cycloSal-
Chlorphosphit 39, 0.220 mL (0.170 g, 1.27 mmol) DIPEA, 1.55 g (2.52 mmol) Oxone®

und 20 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 265mg (0.610 mmol, 95% o
bezogen auf das nicht chromatographierte o.n - LA . 7 4NH
Produkt) einer farblosen Watte als Gemisch 4 F',//O 6 N/ZKO
von zwei Diastereomeren; Summenformel: S " ¥ o
Ca0H20N3013P; Molgewicht: 541.36 g/mol; DC: # . 2'1'

58

Rs -Wert (CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.29.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.35 (s, 2x 1H, 2x NH), 8.31 (dd,
*Jun = 2.9 Hz, *Jun = 2.4 Hz, 2x 1H, 2x H6,,), 8.25 (dd, 3Jun = 9.1 Hz, “Juy = 2.4 Hz,
2x 1H, 2x H4,,), 7.38 (d, 3Juy = 9.1 Hz, 2x 1H, 2x H3ar), 7.18-7.16 (m, 2x 1H, 2x
HBgase), 6.81-6.76 (m, 2x 1H, 2x H1’), 6.44-6.37 (m, 2x 1H, 2x H2’), 6.05-6.01 (m, 2x
1H, 2x H3'), 5.69-5.60 (m, 1x 2H, 1x H7x), 5.55-5.48 (m, 1x 2H, 1x H74), 4.97-4.96
(m, 2x 1H, 2x H4'), 4.40-4.31 (m, 2x 2H, 2x H5’), 1.68 (d, “Juu = 1.1 Hz, 1x 3H, 1x
CHs), 1.65 (d, “Jun = 1.1 Hz, 1x 3H, 1x CHs). *C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-d):
163.6 (2x Clgase), 153.9 (2x C54), 150.5 (2x C2gase), 143.4 (2x C2a), 135.5 (2x
C6gase), 132.5 (d, 2Jcp = 9.1 Hz, 2x Cla), 127.3 (3x C2'), 125.4 (2x C4ya), 122.4 (2x
C6ar), 119.8 (2x C3'), 119.4 (d, 3Jcp = 9.1 Hz, 2x C3,,), 109.5 (2X Cbgase), 89.2 (2x
C1’), 83.9 (d, *Jep = 7.5 Hz, 2x C4’), 68.8 (d, *Jcp = 6.4 Hz, 2x C5'), 67.5 (d, *Jcp = 8.6 Hz,
2x C7a), 11.8 (2x CHs). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, DMSO-dg): - 10.31, - 10.56.
IR viecm™: 3082; 1685; 1588; 1465; 1345; 1248; 1085; 1028; 994; 936.
HRMS (FAB) ber.: 438.0697 [M+H]*, gef: 438.0709.
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Synthese von 5-Nitro -cycloSal-3’-Didesoxy-Thymidinmonophosphat 59

Die Reaktion wurde gemalRl AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 180 mg (0.800 mmol)
3’-Didesoxy-Thymidin 55, 450 mg (1.93 mmol) 5-Nitro-cycloSal-Chlorphosphit 39,
0.280mL (0.210g, 1.55mmol) DIPEA, 2.13g (3.46 mmol) Oxone® und

30 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 282mg (0.640 mmol, 80% ©
bezogen auf das nicht chromatographierte oy 6 7 ] 3 4NH
Produkt) einer farblosen Watte als Gemisch ?@#p 6 N/Zgo
von zwei Diastereomeren; Summenformel: 3 ° o™ "o 5
C17H1sN30¢P; Molgewicht: 439.08 g/mol; DC: 4 r

59 3 2'

Rt -Wert (CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.47.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 11.29 (s, 2x 1H, 2x NH), 8.31 (s, 2x 1H, 2x
HB,a), 8.27-8.23 (m, 2x 1H, 2x H34/), 7.45-7.37 (M, 2x 2H, 2X HBgase, 2X H4ya,), 6.00-
5.97 (m, 2x 1H, 2x H1"), 5.72-5.62 (M, 1x 2H, 1x H7A;) 5.57-5.52 (M, 1x 2H, 1x H7x,),
4.47-4.29 (m, 2x 2H, 2x H5'), 4.19-4.17 (m, 2x 1H, 2x H4’), 2.29-2.24 (m, 2x 1H, 2x
H2’), 2.03-1.91(m, 2x 2H, 2x H2’, 2x H3"), 1.87-1.82 (m, 2x 1H, 2x H3"), 1.75 (s, 1x
3H, 1x CHa), 1.72 (s, 1x 3H, 1x CHj3). **C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 164.2
(2x Cdgase), 154.5 (2x C5py), 150.9 (2x C2gase), 144.0 (2x C24), 136.3 (2x Cbgase),
127.8 (2x C4p), 126.0 (2x C6a), 123.1 (d, %Jep=5.2 Hz, 2x Cla), 120.2 (d,
3Jcp = 86.5 Hz, 2x C3,), 109.5 (2x Cb5gase), 85.4 (2x C1"), 78.2 (d, *Jcp = 7.2 Hz, 2X
C4), 69.9 (d, %Jcp = 5.7 Hz, 2x C5), 68.4 (d, *Jcp = 7.3 Hz, 2x C74), 30.7 (2x C2),
25.7 (2x C3), 12.6 (2x CHs). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, DMSO-dg): - 10.57, - 10.95.
IR vicm™: 3448; 3075; 1686; 1589; 1528; 1483; 1346; 1256; 1090; 1034; 938.
HRMS (FAB) ber.: 440.0853 [M+H]*, gef.: 440.0855.
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Synthese von 5-Nitro- cycloSal-3’-Desoxy-3’-Azido-Thymidinmonophosphat 60

Die Reaktion wurde gemalRl AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 190 mg (0.70 mmol)
3’-Desoxy-3’-Azido-Thymidin 32, 330 mg (2.41 mmol) 5-Nitro-cycloSal-
Chlorphosphit 39, 0.250 mL (0.190 g, 1.40 mmol) DIPEA, 1.75mg (2.85 mmol)

Oxone® und 15 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 157 mg (0.330 mmol, 47% o
bezogen auf das nicht chromatographierte
Produkt) einer farblosen Watte als Gemisch
von zwei Diastereomeren; Summenformel:
C17H17NgOgP; Molgewicht: 480.08 g/mol; DC:

R -Wert (CH.Cl,/MeOH, 9:1): 0.55.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 8.26 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2x 1H, 2x H4,,), 8.08 (s, 2x
1H, 2X H6gase),7.24-7.21 (m, 2x 2H, 2x H3p,, 2x H64,), 6.09-6.07 (M, 2x 1H, 2x H1),
5.52-5.45 (m, 2x 2H, 2x H7x,), 4.52-4.32 (m, 2x 3H, 2x H4', 2x H5’), 4.06-4.02 (m, 2x
1H, 2x H3"), 2.48-2-42 (m, 2x 2H, 2x H2’), 1.25 (s, 2x 3H, 2x CHs). **C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCls): 166.3 (2x C4gase), 158.8 (d, *Jcp = 5.7 Hz, 2x C2,), 153.3 (2x
C28ase), 141.3 (2x C5p,), 135.5 (2x C4p,), 130.4 (2x Cla,), 126.8 (2x C3a), 121.6 (2x
C6gase), 119.4 (2X C64), 103.4 (2x Cbgase), 85.2 (2x C1’), 81.9 (2x C3’), 73.7 (2x C2"),
68.1 (2x C4’), 67.8 (2x C74a1), 59.9 (2x C5’), 29.7 (2x CHa). **P-NMR &/ppm (162 MHz,
DMSO-dg): - 10.13, - 10.29. IR vicm™: 3044; 2105; 1677; 1460; 1336; 1253; 1071;
1033; 907; 846. HRMS (FAB) ber.: 481.0867 [M+H]", gef: 481.0869.
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Synthese von 5-Nitro -cycloSal-2’,3"-Didesoxy- N*-iso-
Adenosinmonophosphat 61

Die Reaktion wurde gemafld AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 40 mg (0.17 mmol)
2',3-Didesoxy-N*-iso-Adenosine 53, 80 mg (0.34 mmol) 5-Nitro-cycloSal-
Chlorphosphit 39, 0.060 mL (0.050 g, 0.32 mmol) DIPEA, 420 mg (0.680 mmol)

Oxone® und 15 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 25 mg (0.060 mmol, 33%

bezogen auf das nicht chromatographierte

6
5
. o,N < { A SN
Produkt) einer farblosen Watte als 5 0 8< | )\
1,0 N" 27 2 NH;
5

Gemisch von zwei Diastereomeren; 4 o~ g

3
Summenformel: C17H17N0gO-P; a0,
Molgewicht: 448.09 g/mol; DC: R;-Wert 61 3 2

(CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.25.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-dg): 8.69 (s, 2x 1H, 2X H6gase), 8.53 (S, 2X 1H, 2x
H8gase), 8.22-8.20 (M, 2x 1H, 2x H3,,), 7.34-7.30 (M, 2x 1H, 2x H4ya,), 7.23-7.21 (m,
2x 1H, 2x H6y,), 6.53 (s, 2x 2H, 2x NH,), 6.15 (dd, 3Juu = 6.6 Hz, “Juy = 3.8 Hz, 2x
1H, 2x H1’), 5.59-5.32 (m, 2x 2H, 2x H7a/), 4.13-4.08 (m, 2x 1H, 2x H4"), 3.45-3.35
(m, 2x 2H, 2x H5'), 2.36-2.26 (m, 2x 2H, 2x H2), 2.12-2.02 (m, 2x 2H, 2x H3).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 160.2 (2X C2gase), 152.6 (2X Clgase), 149.8 (2
Cbgase), 148.6 (2x C24), 140.8 (2x C8gase), 140.3 (2x C5p;), 131.4 (2x Cla), 130.5
(2x C4a;), 126.8 (2x C5gase), 124.6 (2x C34a), 117.2 (2x C6p,), 83.7 (2x C1’), 81.9 (2x
C4'), 68.6 (2x C7a), 58.6 (2x C5’), 31.7 (2x C2'), 25.8 (2x C3’). *P-NMR &/ppm
(162 MHz, DMSO-dg): - 10.90, - 11.05. IR viecm™: 2929: 2104; 1660; 1616; 1589;
1522; 1429; 1337; 1252; 1035. HRMS (FAB) ber.: 449.0969 [M+H]", gef: 449.0988.
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Synthese von 5-Nitro -cycloSal-2’,3"-Didesoxy- N*-carba-iso-
Adenosinmonophosphat 62

Die Reaktion wurde gemald AAV 4 durchgefuhrt. Es wurden 148 mg (0.640 mmol)
2',3-Didesoxy-N“*-carba-isoAdenosin 54, 295mg (1.27 mmol) 5-Nitro-cycloSal-
Chlorphosphit 39, 0.220 mL (0.170g, 1.26 mmol) DIPEA, 1.55mg (2.52 mmol)

Oxone® und 20 mL Acetonitril eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 165 mg (0.370 mmol, 58%

bezogen auf das nicht chromatographierte

5 ; N2
Produkt) einer farbl W s 0 2
rodukt) einer farblosen atte als ?O‘\Au/o N )2\
7

4N NH
Gemisch von zwei Diastereomeren; Z 2% " 5 i
6
Summenformel: C1gH19NgO6P; 7 i
Molgewicht: 446.11 g/mol; DC: R¢-Wert 62 3 2

(CH2Cl2/MeOH, 9:1): 0.26.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, DMSO-de): 8.57(s, 2x 1H H, 2X H6gase), 8.16 (s, 2x 1H, 2x
H8gase), 7.25 (d, 3Jun = 2.9 Hz, 2x 1H, H4p), 7.23 (d, 3Jun = 2.9 Hz, 2x 1H, H3,),
7.06-7.04 (m, 2x 1H, 2x H64;), 6.53 (S, 2x 2H, 2x NH,), 5.70-5.58 (m, 2x 2H, 2x H74),
4.74-4.71 (m, 2x 1H, 2x H1'), 4.29-4.21 (m, 2x 2H, 2x H6’), 2.43-2.39 (m, 2x 1H, 2x
H4'), 2.31-2.24 (m, 2x 2H, 2x H5’), 2.14-1.99 (m, 2x 2H, 2x H2"), 1.75-1.64 (m, 2x 2H,
2x H3"). B*C-NMR &/ppm (101 MHz, DMSO-dg): 160.0 (2x C2gase), 152.9 (2x Clgase),
149.3 (2x C6gase), 143.4 (2x C24), 139.6 (2x C8gase), 138.3 (2x C54), 129.9 (2x
C3a1),127.2 (2x C5gase), 124.8 (2x C4p,), 124.3 (2x C6p;), 121.8 (2x Cla), 76.8 (2x
C6’), 73.8 (d, ®Jcp = 5.6 Hz, 2x C74a), 55.5 (2x C1’), 38.9 (2x C4’), 32.3 (2x C5'), 31.1
(2x H2"), 26.6 (2x H3). *P-NMR &/ppm (162 MHz, DMSO-dg): - 10.84, - 10.86.
IR vicm™ 3082; 1660; 1524; 1344; 1296; 1249; 1025; 935; 904.
HRMS (FAB) ber.: 447.1176 [M+H]*, gef: 447.1190.
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Synthese von 5-Nitro- cycloSal-Acyclovirmonophosphat

Die Reaktion wurde gemall AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 122 mg (0.540 mmol)
Acyclovir 59, 250 mg (1.07 mmol) 5-Nitro-cycloSal-Chlorphosphit 39, 0.200 mL
(0.153 g, 1.07 mmol) DIPEA, 1.32g (2.14 mmol) Oxone® und 20 mL Acetonitril

eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 5 Stunden.

Ausbeute: 65mg (0.14 mmol, 26%

(0]
bezogen auf das nicht chromatographierte O . ] </N:5|f6kNH
. - 8
Produkt) eines stark verunreinigtes F|/0 N N}\NHz
Produkts als Gemisch von zwei ‘ 3 2 o 2 \I
Diastereomeren; Summenformel: :I,/O "

C15H15NgOgP; Molgewicht: 438.29 g/mol.

3P.NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 11.21, - 11.33.

Aufgrund der starken Verunreinigungen war keine umfassende Charakterisierung
mdoglich. Dieses Ergebnis wurde ebenso unter Verwendung der folgenden

Reaktionsbedingungen erhalten:

Variante A: Ersatz des Losungsmittels Acetonitril gegen N,N-Dimethylformamid.
Variante B: Einsatz des an der Aminofunktion Acetyl-geschitzten Ayclovirs.

Variante C: Einsatz des an der Aminofunktion DMTr-geschutzten Ayclovirs.

- 153 -



- Experimenteller Teill -

8.2.3 Synthese der Nucleophile
8.2.3.1 Synthese der Glucose-Derivate

Synthese von 1,2,3,4,6-Penta- OAc-D-Glucopyranose 60

Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5 durchgefuhrt. Es
wurden 4.00g (22.2mmol) D-Glucose?2, 315mL (34.0g, 0.330mol)
Essigsaureanhydrid und 40 mL Pyridin eingesetzt.

Ausbeute: 8.51g (21.8 mmol, 98%) eines farblosen

Feststoffes; Summenformel:  Cy6H22011;  Molgewicht: 46 o
AcO
390.34 g/mol; DC: R;-Wert (CH.Cl./MeOH, 9:1): 0.75;  aco-\e= 1
OAc
Schmelzpunkt: 105 T; Anomerenverhaltnis: o/ = 2:1; : OAc

Drehwert: [a]p?° = + 57 {c = 1.0, CHCl 3).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.29 (d, 3Juy=3.8 Hz, 1H, H1), 5.44 (dd,
33un = 9.0 Hz, 3Jun = 9.0 Hz, 1H, H3), 5.13-5.05 (m, 2H, H2, H4), 4.28-4.21 (m, 1H,
H6), 4.11-4.04 (m, 2H, H5, H6), 2.15, 2.06, 2.01, 1.99, 1.98, (5x s, 5x 3H, 5x
CHsAcetyl). a-*C-NMR /ppm (101 MHz, CDCls): 170.3, 169.7, 169.4, 168.8, 168.3
(5x C=OAcetyl), 89.1 (C1), 72.9 (C5), 69.9 (C3), 69.3 (C2), 68.0 (C4), 61.6 (C6),
20.9, 20.7, 20.6, 20.5, 19.9 (5x CHsAcetyl). IR vicm™: 1740, 1369, 1206, 1136, 1043,
1009, 930, 899. MS (FAB) ber.: 413.1 [M+Na], gef.: 413.2.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-D-Glucopyranose 63

Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefuhrt. Es
wurden 3.00g (7.69 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-OAc-D-Glucopyranose 60, 850 mg
(9.23 mmol) Hydraziniumacetat und 7 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute : 1.71 g (4.92 mmol, 64%) eines farblosen Sirups;

OAc

Summenformel : C14H20010; Molgewicht: 348.3 g/mol; DC: 4.8 2o

5
Re-Wert (CH,Clo/MeOH, 9:1): 0.62; Anomerenverhaltnis: A0 —M="T=
a/f = 4:1; Drehwert; [a]p?° = + 55 °(c = 1.0, CHCI 3). 60 >
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a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.45 (dd, 3Jun = 9.7 Hz, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H3).
5.37 (d, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H1), 5.00 (dd, *Jun = 9.7 Hz, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H4), 4.79
(dd, 3Jun = 10.4 Hz, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H2), 4.21-4.14 (m, 2H, H5, H6), 4.08-4.03 (m,
1H, H6), 2.01, 2.00, 1.96, 1.94, (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). a-**C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCls): 171.0, 170.8, 170.3, 169.8 (4x C=OAcetyl), 89.9 (C1), 71.2 (C5),
70.0 (C2), 68.6 (C4), 66.9 (C3), 62.0 (C6), 20.7, 20.6, 20.5. 20.3 (4x CHsAcetyl).
IR viem™: 3466, 2960, 1740, 1433, 1366, 1210, 1152, 1029, 943, 910, 599. MS
(FAB) ber.: 331.3 [M-OH], gef.: 331.2.

Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-OAc- a-D-Glucopyranosyl-Phosphat 68 4
Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10 durchgefuhrt.
Es wurden 2.83g (8.14 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-D-Glucopyranose 63, 39.6 mL
(9.91 mol) Dicyanoimidazol (0.25M in MeCN), 4.25mL (4.28g, 12.4 mmol)
bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und 80 mL  Dichlormethan
verwendet. Die Reaktionszeit betrug 2 Stunden. Zur Oxidation des
Pyranosylphosphits wurden 2.30 g (13.4 mmol) m-Chlorperbenzoeséure verwendet.
Nach saulenchromatographischer Reinigung konnten 68% des a-Anomers und 12%

des B-Anomers isoliert werden.

Ausbeute: 3.38 g (5.56 mmol, 68%) eines farblosen Ols;

Summenformel: C,gH33013P; Molgewicht: 608.53 g/mol; aco A > 20 5
DC: R;-Wert (PE/EE, 1:1): 0.31; Anomerenverhaltnis: A0 ome 1/,';',\
a-anomerenrein; Drehwert:  [0]p®° =+ 63° (c = 0.16, 65, ° clasnOBn
CHCl5).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.37-7.31 (m, 10H, HaBenzyl), 5.90 (dd,
3Jup = 6.9 Hz, 334y = 3.6 Hz, 1H, H1), 5.47 (dd, *Juu = 9.9 Hz, 3Juy= 9.9 Hz, 1H, H3),
5.12-5.05 (m, 5H, 2x CH,Benzyl, H2), 4.99-4.95 (m, 1H, H4), 4.15 (dd,
2Jun = 12.5 Hz, 3Juy = 4.0 Hz, 1H, H6), 4.04 (ddd, 3Jun = 10.4 Hz, 3Juy = 4.0 Hz,
3Jun = 2.3 Hz, 1H, H5), 3.92 (dd, “Juy = 12.5 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 1H, H6), 2.01, 2.00,
1.98, 1.88 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.9,
170.4, 170.2, 169.8 (4x C=OAcetyl), 129.2, 128.9, 128.5, 128.4 (6x CaBenzyl), 94.3
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(d, “2Jcp =5.3Hz, C1), 70.2 (C5), 70.3 (d, “Jcp = 4.5 Hz, CH,Benzyl), 70.2 (d,
2Jcp = 4.7 Hz, CH,Benzyl), 70.1 (C4), 67.2 (d, 3Jcp = 2.9 Hz, C2), 68.1 (C3), 61.6
(C6), 21.0, 20.9, 20.7 (4x CHsAcetyl). *P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 1.42.
IR vicm™: 2956, 1744, 1369, 1213, 1161, 1009, 950, 737, 696, 597, 495. MS (FAB)
ber.: 609.2 [M+H]", gef.: 609.1

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-OAc- a-D-Glucopyranosyl-Phosphat in Form des
Triethylammoniumsalzes 71 4

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefihrt.
Es wurden 120 mg (0.200 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-
Glucopyranosyl-Phosphat 684 und 55.0 yL (39.9 mg, 0.390 mmol) Triethylamin

eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 3 mL Dioxan verwendet.

Ausbeute: 96 mg (0.18 mmol, 92%) eines farblosen

6
Feststoffes; Summenformel: CyoH36NO13P;  aco . - 20
(0]
Molgewicht: 529.47 g/mol; DC: R,-Wert (PE/EE, 1:2):  *° 3~ o] I
o7 | 0¥ @
0.15; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; OH  EtzNH

Drehwert: [a]p?° =+ 90 °(c = 1.0, MeOH).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.63 (dd, 3Jup = 7.8 Hz, 3Juy = 3.5 Hz, 1H, H1), 5.44
(dd, 3Jun = 10.0 Hz, 334y = 9.8 Hz, 1H, H3), 5.10 (dd, 3Juy = 9.8 Hz, 3Juy = 9.8 Hz,
1H, H4), 5.23 (ddd, *Jun = 10.0 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, “Jup = 2.1 Hz, 1H, H2), 4.40-4.32
(m, 2H, H5, H6), 4.16-4.13 (m, 1H, H6), 3.15 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 6H, CH,NEts), 2.08,
2.07, 2.05, 2.03, (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl), 1.23 (t, *Juu = 7.3 Hz, 9H, CH3NEts).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 174.1, 173.7, 173.2, 173.1 (4x C=OAcetyl), 91.7 (d,
2Jep = 5.1 Hz, C1), 70.9, 70.8 (C2, C3), 68.4 (C5), 68.2 (C4), 62.1 (C6), 47.0
(CH,NEts), 20.6, 20.5, 20.4, 19.9 (4x CHsAcetyl), 8.6 (CHsNEts). *'P-NMR &/ppm
(162 MHz, D,0): 0.05. IR vicm™: 2982, 1741, 1365, 1214, 1030, 908, 817, 695, 580,
519. MS (FAB) ber.: 530.2 [M+H]", gef.: 530.0.
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Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-a-Brom- D-Glucose 73

Die Reaktion wurde gemafd der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 durchgefuhrt.
Dazu wurden 6.76g (17.3 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-OAc-D-Glucopyranose 60,
16 mL HOACc/Ac,0 (1:1) und 16.0 mL (91.0 mmol) HBr-Losung verwendet.

Ausbeute : 6.89 g (17.1 mmol, 97%) orangefarbener Kristalle;

Summenformel : Ci4H19BrOg; Molgewicht: 411.23 g/mol; DC: aco 4.2 . 2o

Ri-Wert (PE/EE, 2:1): 0.35; Schmelzpunkt: 78 <C; 7 Gox '
B

Anomerenverhaltnis: o-anomerenrein; Drehwert: 73 r

[a]p?® = + 19 °(c = 1.0, CHCI ).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.59 (d, 3Juy=4.0Hz, 1H, H1), 5.54 (dd,
33tn = 9.9 Hz, 334y = 9.9 Hz, 1H, H3), 5.15 (dd, 3Juy = 10.1 Hz, 3J4y = 9.6 Hz, 1H,
H4), 4.82 (dd, 3Juy = 10.1 Hz, 3Juy = 4.0 Hz, 1H, H2), 4.33-4.26 (m, 2H, H5, H6),
4.13-4.08 (m, 1H, H6), 2.09, 2.08, 2.04, 2.02 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl).
3C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.4, 169.8, 169.7, 169.4 (4x C=OAcetyl), 86.5
(C1), 72.1 (C3), 70.6 (C5), 70.2 (C2), 67.2 (C4), 60.9 (C6), 20.6, 20.6, 20.5, 20.5 (4x
CHsAcetyl). IR vicm™: 2962, 1783, 1363, 1222, 1107, 1036, 922, 552.
HRMS (FAB) ber.: 411.0285 [M+H]", gef.: 411.0272.

Synthese von Dibenzyl-2,3,4,6-Tetra- OAc-3-D-Glucopyranosyl-Phosphat 68 g

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11 durchgefuhrt.
Es wurden 3.15g (8.46 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-Brom-D-Glucose 73, geldst in
25 mL Dichlormethan und 3.48 g (12.5 mmol) Dibenzylphosphat, gelést in 40 mL
Dichlormethan und 40 mL Acetonitril sowie 3.459g (12.5 mmol) Silbercarbonat

verwendet. Die Reaktionszeit betrug 16 Stunden.

Ausbeute: 3.19g (5.24 mmol, 62%) eines farblosen
OA
Sirups; Summenformel:  CygH33013p; Molgewicht: roo 6 o o
C
5 a2 ~P

608.53 g/mol; DC: R;-Wert (PE/EE, 1:1): 0.40; Aco 07| ~oBn

OAc 1  OBn

Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; 685

Drehwert: [0]p? = - 4.3 °(c = 1.0, CHCl 3).
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'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.30-7.22 (m, 10H, HaBenzyl),5.35-5.34 (m, 1H,
H4), 5.27-5.24 (m, 2H, H1,H2), 5.02-4.94 (m, 5H, 2x CH;Benzyl, H3), 4.10-4.00 (m,
2H, H6), 4.00-3.93 (m, 1H, H5), 2.17, 1.98, 1.97,1.84 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, CHCls): 170.2, 170.1, 169.9, 169.5 (4x C=OAcetyl),128.7-
127.8 (10x CaBenzyl), 99.8 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C1), 71.8 (C5), 70.5 (C3), 69.7-69.6
(dd, *Jcp = 5.9 Hz, 2x CH2Benzyl), 68.7 (d, %Jcp = 8.8 Hz, C2), 66.7 (C4), 61.1 (C6),
20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (4x CHsAcetyl). **P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 3.18.
IR vicm™: 1742, 1368, 1211, 1009, 887, 738, 697, 597, 500. MS (FAB)
ber.: 609.2 [M+Na], gef.: 609.1.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-[B3-D-Glucopyranosyl-Phosphat in Form des
Triethylammoniumsalzes 71 g

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 3.15g (5.24 mmol) Dibenzyl-2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Glucopyranosyl-
Phosphat 68 und 1.50mL (1.07 g, 10.5mmol) Triethylamin eingesetzt. Als

Losungsmittel wurden 30 mL Dioxan verwendet.

Ausbeute: 2.34 g (4.42 mmol, 84%) eines farblosen

Sirups; Summenformel: CyoH35013PN; Molgewicht: 2 60C 5
Il
529.47 g/mol; DC: R;-Wert (CH,Cl,/MeOH, 7:2): 0.12; Acico 5 i O/T\o@ ©
Alti - 3 OAc1  OH  ErNH
Anomerenverhaltnis: [B-anomerenrein; :

Drehwert: [0]p® = + 6.8°(c = 1.0, MeOH).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.41 (d, 3Jun = 3.5 Hz, 1H, H4), 5.23-5.16 (m, 2H,
H2, H1), 5.07 (dd, ®Juy = 10.6 Hz, 3Juy = 8.1 Hz, 1H, H3), 3.12 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 4H,
CH2Et;N), 4.24-4.15 (m, 3H, H5, H6), 2.16, 2.06, 2.02, 1.95 (4x s, 4x 3 H, 4x
CHsAcetyl), 1.21 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 9H, CH3Et3N). **C-NMR 8/ppm (101 MHz, CHCl5):
173.6, 173.3, 173.2, 172.8 (4x C=OAcetyl), 95.5 (d, 2Jcp = 3.7 Hz, C1), 71.1 (C5),
71.0 (C2), 70.1 (d, “Jup = 8.0 Hz, C3), 68.0 (C4), 61.8 (C6), 46.8 (CH,Et3N), 20.4,
20.3, 20.2, 20.1 (4x CHsAcetyl), 8.3 (CHsEts;N). 3P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCly):
-1.88. IR vicm™: 2984, 1739, 1368, 1214, 1040, 922, 816, 731, 591, 515, 404.
MS (FAB): ber.: 530.2 [M+H]", gef.: 530.0.
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8.2.3.2 Synthese der Galactose-Derivate

Synthese von 1,2,3,4,6-Penta- OAc-D-Galactopyranose 61
Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5 durchgefuhrt. Es
wurden 10.0g (565.5mmol) D-Galactose5, 90.0mL (97.1g, 0.950 mol)

Essigsaureanhydrid und 70 mL Pyridin eingesetzt.

Ausbeute: 21.2g (54.2mmol, 98%) eines farblosen

AcO

Feststoffes; Summenformel: C16H22011;  Molgewicht:
390.34 g/mol;  DC: Ri-Wert  (PE/EE, 1:1): 0.29;

Schmelzpunkt: 74 C;  Anomerenverhaltnis: a/lf=7:1; 61 Ohe

Drehwert: [a]p?° = + 31 {c = 1.0, CHCl 3).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.35 (d, 3Jun = 2.0 Hz, 1H, H1), 5.49-5.47 (m,
1H, H3), 5.32-5.31 (m, 2H, H2, H4), 4.34-4.30 (m, 1H, H6), 4.12-4.05 (m, 2H, H5,
H6), 2.14, 2.13, 2.02, 2.00, 1.98 (5x s, 5x 3H, 5x CHsAcetyl). a-*C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCly): 170.3, 170.0, 169.8, 169.5, 168.8 (5x C=OAcetyl), 89.7 (C1), 68.8
(C5), 67.4 (C3), 67.3 (C2), 66.5 (C4), 61.2 (C6), 22.0, 21.2, 21.0, 20.3, 20.0 (5x
CHsAcetyl). IR viem™: 2963, 1736, 1370, 1209, 1136, 1036, 933, 603, 483, 417. MS
(FAB) ber.: 391.1 [M+H]", gef.: 391.3.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-D-Galactopyranose 64

Reaktion wurde gemald der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefuhrt. Es
wurden 21.2 g (54.2 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-OAc-D-Galactopyranose 61,
6.30 g (68.0 mmol) Hydraziniumacetat und 30 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute : 8.09 g (23.2 mmol, 43%) eines farblosen Sirups; AO DA
Summenformel : Ci4H20010; Molgewicht: 348.30 g/mol; DC: 4 s 2\,
AcO

Rf -Wert (PE/EE, 1:1): 0.46; Anomerenverhaltnis: o/ = 3:1; 3 OAc
Drehwert: [a]p?° = + 70 °(c = 1.0, CHCl 3).

OH

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.52 (d, 3Juu=3.5Hz, 1H, H1); 5.47 (d,
3Jun = 3.4 Hz, 1H, H3), 5.41 (dd, 3Juy = 10.7 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H2), 5.14 (dd,
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3Jun = 10.8 Hz, 3Jun = 3.5 Hz, 1H, H4), 4.48-4.46 (m, 1H, H6), 4.13-4.07 (m, 2H, H5,
H6), 2.14, 2.09, 2.05, 1.99 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). a-**C-NMR &/ppm (101 MHz,
CDCl3): 171.1, 170.5, 170.2, 170.1 (4x C=OAcetyl), 90.6 (C1), 71.0 (C3), 70.0 (C2),
68.4 (C4), 66.2 (C5), 61.8 (C6), 21.0, 20.7, 20.6, 20.5 (4x CHsAcetyl).
IR v/icm™: 3468, 2957, 1741, 1433, 1368, 1210, 1152, 1029, 943, 910, 735, 599.
MS (FAB) ber.: 331.3 [M-OH], gef.: 331.1.

Synthesevon bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra- OAc-a-D-Galactopyranosyl-Phosphat 69 4
Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10 durchgefuhrt.
Es wurden 8.00g (23.0 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-D-Galactopyranose 64, 112 mL
(28.0 mmol) Dicyanoimidazol (0.25M in MeCN), 12.0mL (12.1g, 35.0 mmol)
bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und 250 mL  Dichlormethan
verwendet. Die Reaktionszeit betrug 3.5 Stunden. Zur Oxidation des
Pyranosylphosphits wurden 6.50 g (38.0 mmol) m-Chlorperbenzoeséure verwendet.
Nach saulenchromatographischer Reinigung konnten 51% des a-Anomers und

11% des B-Anomers isoliert werden.

Ausbeute: 4.85 mg (7.98 mmol, 51%) eines farblosen Ols; .o o
C

Summenformel:  C,gH33013P; Molgewicht: 608.53 g/mal, 4 ° 2o
5 (0]
DC: R:-Wert (PE/EE, 1:1): 0.31; Anomerenverhdltnis:  Ac© 5 o I
NN
a-anomerenrein; Drehwert: [a]p® = + 7.8°(c = 0.48, CHCl 3). O bal®

694

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.37-7.34 (m, 10H, HaBenzyl), 5.95 (dd,
3Jup = 6.8 Hz, *Jun = 3.3 Hz, 1H, H1), 5.45 (dd, *Jun = 3.2 Hz, 3Juy = 1.2 Hz, 1H, H3),
5.33 (dd, 3Jun= 10.9 Hz, 3Juy = 3.2 Hz, 1H, H4), 5.24-5.19 (m, 1H, H2),5.11-5.05 (m,
4H, CH,Benzyl), 4.32-4.27 (m, 1H, H6), 4.07 (dd, 3Juy = 11.3 Hz, 334 4= 6.5 Hz, 1H,
H5), 3.96 (dd, 2Jun = 11.3 Hz, 3Juy = 6.7 Hz, 1H, H6), 2.14, 2.03, 2.00, 1.99 (4x s, 4x
3H, 4x CHsAcetyl). 3 C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 169.2, 168.8, 168.5, 167.6
(4x C=OAcetyl), 128.4, 128.0, 127.8, 127.6, 127.4, 127.0 (6x CaBenzyl), 95.0 (C1),
75.8, 75.5 (2x CH.Benzyl), 68.5 (C5), 68.3 (C2), 68.2 (C3), 65.8 (C4), 59.7 (C6),
22.1, 21.6, 21.4, 20.5 (4x CHsAcetyl). *P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 2.89.
IR vicm™: 2956, 1744, 1369, 1213, 1161, 1009, 950, 737, 696, 597, 495,
MS (FAB) ber.: 609.2 [M+H]", gef.: 609.3
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Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-a-D-Galactopyranosyl-Phosphat in Form des
Triethylammoniumsalzes 72 4

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 3.00 g (4.90 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactopyranosyl-
Phosphat 694 und 1.50mL (1.13g, 11.0 mmol) Triethylamin eingesetzt. Als

Lésungsmittel wurden 25 mL Dioxan verwendet.

Ausbeute: 2.32 mg (4.36 mmol, 89%) eines farblosen AcO  OAC
(0]

Feststoffes; Summenformel: CooH3sNO13P; ‘N s 2 o
AcO
Molgewicht: 529.47 g/mol; DC: R;-Wert (PE/EE, 1:1): ’ 3 OAc /%\ o
(0] O
0.34, Anomerenverhaltnis: o-anomerenrein; 72, M EtﬁH

Drehwert: [0]p?° = + 53 °(c = 0.69, MeOH).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.63 (dd, 3Jup = 7.7 Hz, 3Juy = 2.8 Hz, 1H, H1), 5.46
(d, 3Jun = 3.4 Hz, 1H, H3), 5.31 (dd, *Jun = 10.7 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H4), 5.12 (dd,
3Jun = 10.7 Hz, 3Juy = 2.8 Hz, 1H, H2), 4.50 (dd, 3Jun = 6.3 Hz, 3Juy = 6.3 Hz, 1H,
H5), 4.16 (dd, 2Jun = 11.5 Hz, 3Juy = 6.0 Hz, 1H, H6), 4.10 (dd, %Juy = 11.0 Hz,
3Jun = 4.5 Hz, 1H, H6), 3.09 (q, Jun = 7.3 Hz, 10H, CH,Et:N), 2.11, 2.03, 1.98, 1.93
(4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl), 1.17 (t, 3Juy = 7.3 Hz, 15H, CH3EtsN). **C-NMR &/ppm
(101 MHz, D,O): 173.6, 173.3, 173.1, 172.9 (4x C=OAcetyl), 91.9 (C1), 68.7 (C4),
68.1 (C2), 67.9 (C3), 66.9 (C5), 61.9 (C6), 46.6 (CH,Et:N), 20.2, 20.1, 20.0, 19.9 (4x
CHsAcetyl), 8.2 (CH3EtsN). **P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 1.86. IR vicm™: 2982,
1741, 1365, 1214, 1030, 908, 817, 695, 580, 519. MS (FAB) ber.: 530.2 [M+H]",
gef.: 530.3.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-a-Brom- D-Galactose 74

Die Reaktion wurde gemafd der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 durchgefiuhrt.
Dazu wurden 9.43g (24.2 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-OAc-D-Galactopyranose 61,
20 mL HOACc/Ac,0 (1:1) und 20 mL (0.11 mol) HBr-L6sung verwendet.
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Ausbeute : 9.59 g (23.3 mmol, 97%) eines goldgelben Sirups; ACOGOAC

Summenformel : Ci4H19BrOg; Molgewicht: 411.21 g/mol; DC: ¢ 5 zo

AcO 1

Rf -Wert (PE/EE, 2:1): 0.32; Anomerenverhaltnis: 3 OAc

a-anomerenrein; Drehwert: [a]p®® = + 19 °(c = 1.0, CHCl 3). 74

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.68 (d, %Juy = 4.1 Hz, 1H, H1), 5.51-4.49 (m, 1H,
H4), 5.39 (dd, 3Jun =10.7 Hz, 3Ju4y = 3.2 Hz, 1H, H3), 5.04 (dd, 3Jun = 10.7 Hz,
30w =3.8Hz, 1H, H2), 4.49-445 (m, 1H, H5), 4.18 (dd, 2Juu=11.4 Hz,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, HB6), 4.10 (dd, 2Jun = 11.4 Hz, 3Jun = 6.6 Hz, 1H, H6), 2.14, 2.10,
2.05, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.3,
170.0, 169.8, 169.7 (4x C=OAcetyl), 88.1 (C1), 71.0 (C5), 67.9 (C3), 67.7 (C2), 66.9
(C4), 60.8 (C6), 20.7, 20.6, 20.5, 20.5 (4x CHsAcetyl). IR vicm™: 2965, 1750, 1433,
1372, 1221, 1127, 1081. MS (FAB) ber.: 411.0 [M+H]", gef.: 411.1.

Synthese von Dibenzyl-2,3,4,6-Tetra- OAc-B-D-Galactopyranosyl-Phosphat 69 g
Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11 durchgefuhrt.
Es wurden 4.70 g (11.4 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-Brom-D-Galactose 74, gel6st in
40 mL Dichlormethan und 5.17g (18.6 mmol) Dibenzylphosphat, gel6st in
50 mL Dichlormethan und 50 mL Acetonitril sowie 5.12 g (18.6 mmol) Silbercarbonat
verwendet. Die Reaktionszeit betrug 16 Stunden.

Ausbeute: 6.32 mg (10.4 mmol, 91%) eines farblosen , . OAC

Sirups;  Summenformel: C2sH330130;  Molgewicht: AN 0 l

608.17 g/mol; DC: R¢-Wert (PE/EE, 1:1): 0.40; *© s OAc 1 Lan

OBn

Anomerenverhaltnis: [3-anomerenrein; 69

Drehwert: [0]p? = - 1.8 °(c = 1.0, CHCI 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.27-7.24 (m, 10H, HaBenzyl), 5.28 (dd,
3Jup = 8.3 Hz, Iy = 7.6 Hz, 1H, H1), 5.15-5.13 (m, 1H, H3), 5.07-5.04 (m, 6H, H2,
H4, 2x CH.Benzyl), 4.19-4.14 (m, 1H, H6), 4.05-4.03 (m, 1H, H6), 3.74 (ddd,
33un = 9.8 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 33y = 2.3 Hz, 1H, H5), 2.03, 2.02, 2.00, 1.89 (4x s, 4X
3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CHCls): 170.4, 170.0, 169.4, 169.3
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(4x C=OAcetyl), 128.7-127.8 (10x CaBenzyl), 96.3 (d, “Jcp = 4.6 Hz, C1), 72.7 (C5),
72.4 (d, *Jcp = 1.5 Hz, C3), 69.7 (d, “2Jcp = 5.4 Hz, CH,Benzyl), 69.1 (d, ?Jcp = 5.4 Hz,
CH.Benzyl), 67.8 (C4), 61.5 (C6), 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (4x CHsAcetyl).
3P.NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 3.24. IR vicm™: 1743, 1455, 1367, 1210, 1009,
882, 738, 696, 597, 496. MS (FAB) ber.: 609.2 [M+Na], gef.: 609.1.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-OAc- B-D-Galactopyranosyl-Phosphat in Form des
Triethylammoniumsalzes 72

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefihrt.
Es wurden 6.31g (10.4 mmol) Dibenzyl-2,3,4,6-Tetra-OAc-p-D-Galactopyranosyl-
Phosphat 69 und 2.90mL (2.07 g, 20.8 mmol) Triethylamin eingesetzt. Als

Losungsmittel wurden 70 mL Dioxan verwendet.

Ausbeute: 4.73 g (8.93 mmol, 86%) eines farblosen

Feststoffes; Summenformel: CaoHasO13PN; A0 OAc 5
(0]
Molgewicht: 529.47 g/mol; DC: Rs -Wert (CH>Cl,/MeOH, A ;‘ 5 2 o/lﬁl’\o@
¢ @
7:2): 0.16; Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; 3 OAc1 OH  ENH

Drehwert: [0]p® = + 6.3°(c = 1.0, MeOH).

'H-NMR 8/ppm (400 MHz, CDCls): 5.33 (dd, 3Juy = 10.5 Hz, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H3),
519 (dd, 3J4p=8.8Hz, 3Jyy=8.0Hz, 1H, H1), 5.05 (dd, 3Juy=10.5Hz,
334 = 9.7 Hz, 1H, H4), 4.94-4.91 (m, 1H, H2), 4.33 (dd, 2Jun = 12.9 Hz, 3Juy = 3.8 Hz,
1H, H6), 4.15 (dd, 2Juy = 12.9 Hz, 3Jun = 2.9 Hz, 1H, H6), 4.03 (ddd, 3Jun = 9.8 Hz,
33un = 3.3 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H, H5), 3.11 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 6H, CH,Et3N), 2.13,
2.12, 2.10, 2.07 (4x s, 4x 3 H, 4x CHsAcetyl), 1.20 (t, *Jyn = 7.1 Hz, 9H, CH3Et:3N).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, CHCls): 173.8, 173.1, 172.9, 172.8 (4x C=OAcetyl), 95.2
(d, 2cp = 4.4 Hz, C1), 73.0 (C3), 72.1 (d, 3Jcp = 8.0 Hz, C2), 71.6 (C5), 68.1 (C4),
61.8 (C6), 46.0 (CH,Et3N), 20.3, 20.2, 20.1, 20.0 (4x CHsAcetyl), 8.3 (CH3Et:N).
3p.NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 1.88. IR vicm™: 2987, 1740, 1366, 1213, 1031,
909, 821, 696, 580, 519. MS (FAB): ber.: 530.2 [M+H]", gef.: 530.0.
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8.2.3.3 Synthese der Mannose-Derivate

Synthese von 1,2,3,4,6-Penta- OAc-D-Mannopyranose 62
Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5 durchgefuhrt. Es
wurden 1.00g (5.55mmol) D-Mannose6, 8.30mL (9.04g, 88.0 mmol)

Essigsaureanhydrid und 15 mL Pyridin eingesetzt.

Ausbeute: 1.65g (4.23 mmol, 76%) eines farblosen Sirups;

OAc OAc

Summenformel: Ci6H22,011; Molgewicht: 390.34 g/mol; DC: 6{s |-o
AcO™ 4
Ri-Wert (CH.Cl,/MeOH, 30:1): 0.49; Anomerenverhaltnis: AcO -
3 1 7oA
a/f = 5:1; Drehwert: [a]p?° = + 37 {c = 1.0, CHCl 3). 62 ¢

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.13 (d, 3Juu = 2.0 Hz, 1H, H1), 5.38-5.33 (m,
2H, H3, H4), 5.26-5.24 (m, 1H, H2), 4.37-4.32 (m, 1H, H6), 4.12-4.09 (m, 1H, H6),
4.05-4.03 (m, 1H, H5), 2.15, 2.13, 2.11, 2.06, 2.03 (5x s, 5x 3H, 5x CHsAcetyl).
a-*C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 171.4 170.9, 170.3, 169.8 (5x C=OAcetyl),
90.3 (C1), 77.2 (C5), 71.1 (C3), 68.3 (C2), 66.1 (C4), 62.5 (C6), 21.3, 20.1, 20.9, 20.6
(5x CHsAcetyl). IR vicm™: 2992, 1740, 1433, 1367, 1206, 1146, 1024, 970, 599.
MS (FAB) ber.: 389.1 [M-H], gef.: 389.0.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra- OAc-D-Mannopyranose 65
Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefuhrt. Es
wurden 2.00g (5.12 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-OAc-D-Mannopyranose 62, 566 mg

(6.15 mmol) Hydraziniumacetat und 7 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute : 1.28 g (3.67 mmol, 72%) eines farblosen Sirups; OAc

Summenformel : Ci4H20010; Molgewicht:  348.30 g/mol; DC: Ao
R -Wert (PE/EE, 1:1): 0.43; Anomerenverhaltnis: ACO

a-anomerenrein; Drehwert: [a]p?® = + 19 °(c = 1.0, CHCl 3). 65  OH

'H-NMR 8/ppm (400 MHz, CDCls): 6.33 (dd, 3Juy = 10.0 Hz, 3Juy = 3.3 Hz, 1H, H3),
5.32-5.31 (m, 3H, H1, H2, H4), 4.27-4.20 (m, 2H, H5, H6), 4.15-4.12 (m, 1H, H6),
2.15, 2.10, 2.04, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz,
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CDCl3): 171.0, 170.4, 170.2, 170.0 (4x C=OAcetyl), 92.3 (C1), 70.2 (C2), 68.9 (C3),
68.6 (C5), 66.3 (C4), 62.6 (C6), 21.0, 20.9, 20.8 (4x CHsAcetyl). IR vicm™: 3475,
2958, 1739, 1452, 1370, 1211, 1152, 1029, 944, 912, 603, 599. MS (FAB) ber.:
331.3 [M-OH], gef.: 331.2.

Synthesevon bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra- OAc-a-D-Mannopyranosyl-Phosphat 70 4

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10 durchgefuhrt.
Es wurden 1.90g (5.45 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-D-Mannopyranose 65, 26.2 mL
(6.54 mmol) Dicyanoimidazol (0.25M in MeCN), 2.70 mL (2.83 g, 8.18 mmol)
bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und 10 mL  Dichlormethan
verwendet. Die Reaktionszeit betrug 4 Stunden. Zur Oxidation des

Pyranosylphosphits wurden 1.41 g (8.18 mmol) m-Chlorperbenzoesaure verwendet.

Ausbeute: 2.55 g (4.19 mmol, 77%) eines farblosen Ols;
Summenformel: C,gH33013P; Molgewicht: 608.53 g/mol;
DC: R;-Wert (PE/EE, 1:1): 0.35; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein; Drehwert: [a]p® = + 41°(c = 1.0, CHCl 5).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.34-7.37 (m, 10H, HaBenzyl), 5.60 (dd,
3Jup = 6.5 Hz, 3y = 1.8 Hz, 1H, H1), 5.29-5.28 (m, 3H, H2, H3, H4), 5.10-5.07 (m,
4H, 2x CH,Benzyl), 4.25-4.24 (m, 1H, H6), 4.06-4.00 (m, 1H, H5), 3.92 (dd,
2Jun = 12.6 Hz, 3Juy = 2.5 Hz, 1H, H6), 1.99, 2.03, 2.04, 2.15 (4x s, 4x 3H, 4x
CHsAcetyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.5, 169.7, 169.6 (4x C=OAcetyl),
128.9, 128.8, 128.3, 128.1 (CaBenzyl), 94.7 (d, Jcp = 5.1 Hz, C1), 70.3 (C5), 70.1
(d, %Jecp=5.1Hz, CH.Benzyl), 69.9 (d, %Jcp =5.6 Hz, CH,Benzyl), 68.8 (d,
3Jcp = 11.7 Hz, C2), 68.3 (C3), 65.3 (C4), 61.8 (C6), 20.8, 20.7, 20.6 (4x CHsAcetyl).
3P.NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 3.10. IR vicm™: 2956, 1744, 1369, 1213, 1161,
1009, 950, 737, 696, 597, 495. MS (FAB) ber.: 609.2 [M+H]*, gef.: 609.1
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Synthese von 2,3,4,6-Tetra-OAc- a-D-Mannopyranosyl-Phosphat in Form des
Triethylammoniumsalzes 73 4

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 1.00 g (1.64 mmol) bis-(Benzyl)-2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Mannopyranosyl-
Phosphat 70 und 455 puL (332 mg, 3.28 mmol) Triethylamin eingesetzt. Als

Lésungsmittel wurden 10 mL Dioxan verwendet.

Ausbeute: 852 mg (1.61 mmol, 98%) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: C20H36NO13P;
Molgewicht: 529.47 g/mol; DC: R¢-Wert (CH,Cl,/MeOH,
7:2): 0.45; Anomerenverhaltnis: o-anomerenrein;

Drehwert: [a]p?° = + 26 °(c = 0.69, MeOH). 734 EtsNH

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.54 (d, 3Jup = 6.3 Hz, 1H, H1), 4.37-3.80 (m, 4H,
H5, H6, H2, H4), 3.68-3.64 (m, 1H, H6), 3.10 (g, 6H, 3Juy = 7.3 Hz, CH,Et:N), 1.95,
2.02, 2.08, 2.13 (4x s, 4x 3H, 4x CHzAcetyl), 1.36 (t, 9H, 3Juy = 7.3 Hz, CH3Et:N).
3C-NMR 8/ppm (101 MHz, D,0): 171.9, 171.8, 171.7 (4x C=OAcetyl), 94.1 (d,
3Jcp = 5.5 Hz, C1), 77.4 (d, 3Jcp = 9.2 Hz, C2), 69.7 (C3), 69.3 (C4), 66.4 (C5), 62.6
(C6), 46.1 (CH.,Et:N), 21.3, 21.2, 21.1, 21.0 (4x CHsAcetyl), 8.9 (CHsEtsN).
SIp.NMR §/ppm (162 MHz, D,0): - 1.37. IR vicm™: 2982, 1741, 1365, 1214, 1030,
908, 817, 695, 580, 519. MS (FAB) ber.: 530.2 [M+H]*, gef.: 530.3.

8.2.3.4 Synthese der L-Galactose und ihrer Derivate

Synthese von 1,2,3,4,6-Penta- OAc-L-Galactopyranose 76

Es wurden 10.0g (56.0 mmol) L-Galactono-y-lacton 75 in 60 mL Methanol und
250 mL Wasser gelost und auf 0 C gekuhlt. Die Reaktionslésung wurde mit
50 - 100 mL Amberlite versetzt, sodass der pH-Wert zwischen 3 und 5 lag.
AnschlieBend wurden 2.28g (73.7 mmol) Natriumborhydrid portionsweise
zugegeben und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Nach beendeter Reaktion
wurde filtriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und finfmal mit Methanol
coevaporiert. Die anschlieende Acetylierung erfolgte nach AAV 5 mit 80.0 mL
(86.3 g, 0.840 mol) Essigsaureanhydrid und 100 mL Pyridin.
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Ausbeute: 18.3g (46.9 mmol, 84%) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: C16H22011;  Molgewicht:
390.34 g/mol;  DC: Ri-Wert  (PE/EE, 1:1). 0.57;
Schmelzpunkt: 154 C; Anomerenverhaltnis: ol = 2:1;
Drehwert: [0]p?° = - 31 {c = 1.2, CHCl 3).

76

B-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.79 (dd, 3Jun = 8.0 Hz, 3Jun = 8.0 Hz, 1H, H1),
5.36 (dd, 3Jun = 7.2 Hz, %Jun = 7.2 Hz, 1H, H3), 4.86.4.84 (m, 4H, H2, H4, H5, H6),
4.72 (d, 3Jun =8.0 Hz, 1H, H6), 2.30, 2.29, 2.28, 2.03, 1.99 (5x s, 5x 3H, 5x
CHsAcetyl). B-*C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.3, 170.0, 169.8, 169.5, 168.8
(5x C=OAcetyl), 89.7 (C1), 68.8 (C5), 67.4 (C3), 67.3 (C2), 66.5 (C4), 61.2 (C6),
22.0, 21.2, 21.0, 20.3, 20.0 (5x CHsAcetyl). IR vicm™: 2939, 1698, 1382, 1212, 11486,
1027, 953, 611, 453, 407. MS (FAB) ber.: 391.1 [M+H]", gef.: 391.2.

Darstellung von 2,3,4,6-Tetra-OAc- a-Brom- L-Galactose

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7 durchgefuhrt.
Dazu wurden 15.0g (38.0mmol) 1,2,3,4,6-Penta-OAc-L-Galactopyranose 76,
15 mL HOACc/Ac,0 (1:1) und 30 mL (0.17 mol) HBr-Losung verwendet.

Ausbeute : 15.2 g (37.0 mmol, 96%) eines braunlichen Sirups;
Summenformel : Ci4H19BrOg;  Molgewicht: 411.20 g/mol;
DC: Rf-Wert (PE/EE, 2:1): 0.48; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein; Drehwert: [a]p®° = - 36 °(c = 1.0, CHCI 5). OAc

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.83 (d, %Ju+ = 3.9 Hz, 1H, H1), 5.99-5.49 (m, 1H,
H4), 5.41-5.39 (m, 1H, H3), 5.12-5.09 (m, 1H, H2), 4.59-4.55 (m, 1H, H5), 4.18-4.09
(m, 2H, H6), 2.31, 2.29, 2.28, 2.17 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCl3): 171.3, 170.9, 169.8, 169.7 (4x C=OAcetyl), 92.1 (C1), 78.0 (C5),
69.1 (C3), 68.2 (C2), 67.5 (C4), 62.8 (C6), 21.7, 21.4, 20.9, 20.1 (4x CHzAcetyl).
IR v/cm™: 3016, 1802, 1453, 1396, 1241, 1134, 1076. MS (FAB) ber.: 411.0 [M+H]",
gef.: 411.5.
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Synthese von Dibenzyl-2,3,4,6-Tetra- OAc-B-L-Galactopyranosyl-Phosphat

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11 durchgefuhrt.
Es wurden 5.00g (12.1 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-Brom-L-Galactose, gel6st in
30 mL Dichlormethan und 6.10 g (21.9 mmol) Dibenzylphosphat, gelést in 50 mL
Dichlormethan und 50 mL Acetonitrii sowie 6.00g (21.9 mmol) Silbercarbonat

verwendet. Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden.

Ausbeute: 4.90 mg (8.05 mmol, 66%) eines farblosen o
AcO_ 5 1 [
Sirups; Summenformel:  CygH33013p; Molgewicht: 6 o) O/'T\OBn
OA
608.17 g/mol; DC: R;-Wert (PE/EE, 1:1): 0.53; Yaco 3 o o OBn

Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein;

Drehwert: [0]p?® = + 9.7 °(c = 0.73, CHCl 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.34-7.32 (m, 10H, HaBenzyl), 6.30 (d,
“Jun = 3.8 Hz, 1H, H1), 5.51 (d, “Juy = 3.8 Hz, 1H, H3), 5.46-5.44 (m, 2H, H2, H4),
5.43-5.40 (m, 4H, 2x CH,Benzyl), 5.20-5.14 (m, 2H, H5, H6), 5.02-5.00 (m, 1H, H6),
2.18, 2.14, 2.09, 2.04 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz,
CHCls): 175.4, 174.1, 172.4, 171.6 (4x C=OAcetyl), 131.4-130.8 (10x CaBenzyl),
94.3 (d, “Jcp=4.3Hz, Cl1), 73.7 (C5), 72.9 (d, “Jcp =1.8Hz, C3), 70.6 (d,
2Jcp = 5.7 Hz, CH2Benzyl), 69.0 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, CH,Benzyl), 66.3 (C4), 61.7 (C6),
23.3, 22.0, 21.7, 20.5 (4x CHsAcetyl). **P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 3.21.
IR vicm™: 1803, 1463, 1367, 1212, 1069, 898, 758, 694, 572, 434
MS (FAB) ber.: 609.2 [M+Na], gef.: 609.4.

Synthese von 2,3,4,6-Tetra-OAc- B-L-Galactopyranosyl-Phosphat in Form des
Triethylammoniumsalzes 77

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 7509 (1.23 mmol) Dibenzyl-2,3,4,6-Tetra-OAc-B-L-Galactopyranosyl-
Phosphat und 0.340 mL (0.250g, 2.47 mmol) Triethylamin eingesetzt. Als

Losungsmittel wurden 15 mL Dioxan verwendet.
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Ausbeute: 478 g (0.910 mmol, 74%) eines farblosen

Festtoffes; Summenformel: C20H36013PN; aco_ ¢ 1 T
Molgewicht: 529.47 g/mol; DC: Rt -Wert ®
(CH.Clo/MeOH, 7:2): 0.09; Anomerenverhéltnis:

B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®® =-14° (c =0.98, 77
MeOH).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.52-5.49 (m, 1H, H1), 5.31-5.24 (m, 2H, H2, H3),
5.15 (dd, 3Ju = 9.9 Hz, 3Juy = 8.2 Hz, 1H, H4), 4.30-4.24 (m, 3H, H5, H6), 3.22 (q,
3Jun = 7.3 Hz, 6H, CH2EtN), 2.24, 2.15, 2.11, 2.04 (4x s, 4x 3 H, 4x CHsAcetyl), 1.29
(t, 3Jun = 7.3 Hz, 9H, CHsNEts). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,O): 173.5, 173.3,
173.2, 172.7 (4x C=OAcetyl), 95.4 (d, “Jcp = 4.1 Hz, C1), 71.0 (C3), 70.9 (C4), 70.0
(d, 3Jcp = 7.6 Hz, C2), 67.9 (C5), 61.8 (C6), 46.7 (CH2Et;N), 20.3, 20.1, 20.0, 19.9
(4x  CHsAcetyl), 8.2 (CH3NEty). 3*P-NMR  &/ppm (162 MHz, D,0):
-1.32. IR vicm™: 3008, 2156, 1633, 1366, 1211, 1028, 929, 838, 699, 574, 523.
MS (FAB) ber.: 530.2 [M+H]", gef.: 530.1.

8.2.3.5 Synthese der fluorierten Zuckerphosphate

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-D-Glucal 78

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgefihrt.
Dazu wurden 6.89g (16.8 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-Brom-D-Glucose 73,
10.0 g (0.15 mol) Zink und 2.10 mL (2.16 g, 25.0 mmol) N-Methylimidazol verwendet.

Ausbeute : 3.07g (11.2mmol, 67%) farbloser Kiristalle;

Summenformel : CioHi607; Molgewicht:  272.25 g/mol; DC: , 6 OAc
R¢-Wert (PE/EE, 2:1): 0.55; Schmelzpunkt: 53 C; Drehwert: AcO 5 ©

20 AcO —1
[a]o?° = - 26 °(c = 0.14, CHClI 3). 3

78

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.43 (dd, 3Jun = 6.3 Hz, *Ju = 1.3 Hz, 1H, H1),
5.31-5.29 (m, 1H, H3), 5.18 (dd, 3Jun = 7.6 Hz, 3Juy = 5.8 Hz, 1H, H4), 4.81 (dd,
3Jun = 6.3 Hz, 3Juy = 3.3 Hz, 1H, H2), 4.36 (dd, 1H, %Juy = 12.1 Hz, 3Juy = 5.6 Hz,
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H6), 4.24-4.20 (m, 1H, H6), 4.16 (dd, 3Juy = 12.1 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H, H5), 2.05,
2.04, 2.01 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.5,
170.3, 169.5 (3x C=OAcetyl), 145.5 (C1), 98.9 (C2), 67.3 (C3), 67.1 (C4), 61.3 (C6),
60.2 (C5), 20.9, 20.7, 20.6 (3x CHsAcetyl). IR v/cm™: 1735, 1649, 1368, 1211, 1028,
818, 600. HRMS (FAB) ber.: 273.0974 [M+H]", gef.: 273.0970.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-D-Galactal 79

Die Reaktion wurde gemafd der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8 durchgefuhrt.
Dazu wurden 9.599g (23.3 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactosyl-Bromid 74,
10.0 g (0.15 mol) Zink und 2.10 mL (2.16 g, 25.0 mmol) N-Methylimidazol verwendet.

Ausbeute : 2.06g (7.57 mmol, 32%) eines hellgelben Ols; AO . OAc

Summenformel : Ci2H31607; Molgewicht:  272.25 g/mol; DC: 4 o]

5
Rr -Wert (PE/EE, 2:1): 0.80; Drehwert: [a]p®®=-33° (c=0.12, AL _—=1
CHCly). 79 2

IH-NMR &/ppm (400 MHz, CDCl3): 6.45 (dd, 3Juy = 6.3 Hz, “Ju = 1.8 Hz, 1H, H1),
5.55-5.53 (M, 1H, H3), 5.42-5.40 (m, 1H, H4), 4.71 (ddd, 33,4 = 6.3 Hz, 3Juy = 2.8 Hz,
*Ju = 1.5 Hz, 1H, H2), 4.33-4.28 (m, 1H, H6), 4.33-4.18 (m, 2H, H5, H6), 2.11, 2.07,
2.01 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.5, 170.2,
170.1 (3x C=OAcetyl), 145.4 (C1), 98.8 (C2), 63.8 (C3), 63.7 (C4), 61.8 (C6), 60.3
(C5), 20.8, 20.7, 20.6 (3x CHsAcetyl). IR viem™: 1736, 1650, 1369, 1212, 1146, 1030.
HRMS (FAB) ber.: 273.0974 [M+H]*, gef.: 273.0970.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucose 86 und 3,4,6-Tri- OAc-
2-Desoxy-2-Fluor- D-Mannose 85

Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9 durchgefuhrt. Es
wurden 1.00g (3.67 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-D-Glucal 78, 2.08g (5.87 mmol)
Selectfluor® 80 sowie 3 mL DMF und 2 mL Wasser eingesetzt. Hierbei entstand ein
Gemisch aus 3,4,6-Tri-OAc-2-desoxy-2-fluor-a/B-D-Glucose 86 und 3,4,6-Tri-OAc-2-
desoxy-2-fluor-a-D-Mannose 85, welches im Folgenden durch Acetylierung an den

anomeren Zentren getrennt werden konnte.
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Ausbeute: 450 mg (1.47 mmol, 40%) eines farblosen Ols L6 OAc
als Gemisch; Summenformel: Ci,H17FOg; Molgewicht: ACO&
AcO 1
2
308.26 g/mol. 3 F ™oy
Glc 86
Man 85
Synthese von 1,3,4,6-Tetra- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucose und

1,3,4,6-Tetra- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Mannose

Es wurden 452 mg (1.47 mmol) des Gemisches von 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-
o/B-D-Glucose 86 und 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-a-D-Mannose 85 in 7.20 mL
abs. Pyridin geldst und mit 3.6 mL (3.9 g, 0.040 mol) Essigsaureanhydrid versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Danach
wurde mehrmals mit Toluol codestilliert, bis kein Pyridingeruch mehr wahrgenommen
werden konnte. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch (PE/EE; 5:1—3:1)
gereinigt, wobei das Gluco- und das Manno-Prdukt voneinander getrennt werden

konnten.

1,3,4,6-Tetra- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucose

Ausbeute: 286 mg (0.820 mmol) eines farblosen Ols; 4 gAc

0
Summenformel: Ci4H19FOg ; Molgewicht: 350.29 g/mol; DC: A?S:o 5 2 ;
Ri-Wert  (PE/EE, 1:1): 0.41;, Anomerenverhaltnis: 3 F ™onc

o/ = 1:0.4.

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.40 (d, 3Juu=3.9 Hz, 1H, H1), 5.53 (dd,
3Jun = 19.6 Hz, *Juy = 9.6 Hz, 1H, H3), 5.06 (dd, 3Jun = 19.6 Hz, 3Juy = 10.5 Hz, 1H,
H4), 4.65 (ddd, 2Jue = 48.3 Hz, 3Juy = 9.6 Hz, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, H2), 4.29-4.25 (m,
2H, H6), 4.11-4.06 (m, 1H, H5), 2.19, 2.14, 2.07, 2.06 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl).
a-*C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 91.3, 91.1 (4x C=OAcetyl), 88.3 (C1), 85.3
(C2), 70.6 (C3), 69.5 (C5), 67.4 (C4), 61.3 (C6), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (4x
CHsAcetyl). a-’F-NMR &/ppm (200 MHz, CDCls): -201.5 (dd, 2Jg4=48.3 Hz,
3Jn = 12.0Hz). IR viem™: 2937, 1744, 1673, 1368, 1207, 1032, 936, 893.
HRMS (FAB) ber.: 350.1013 [M+H]", gef.: 350.1002.
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1,3,4,6-Tetra- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- a-D-Mannose

Ausbeute: 260 mg (0.740 mmol) eines farblosen Ols; 446 Fo
AcO -
Summenformel:  Ci14sH19FOs; Molgewicht: 350.29 g/mol; DC:  aco\.2 T~ 1
3
Ri-Wert  (PE/EE, 1:1): 0.31, Anomerenverhaltnis: OAc

a-anomerenrein.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.27 (dd, 3Jue = 6.4 Hz, 3Ju4y = 2.3 Hz, 1H, H1),
5.35 (dd, 3Ju = 6.9 Hz, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, H4), 5.19 (dd, Juy = 4.5 Hz, 3Jpy = 2.6 Hz,
1H, H3), 4.81 (ddd, 2Jue = 48.5 Hz, 3Jun = 4.5 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H, H2), 4.28-4.24
(m, 1H, H6), 4.15-4.13 (m, 1H, H6), 4.08 (dd, 3Jun = 6.9 Hz, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, H5),
2.17, 2.11, 2.09, 2.05 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz,
CDCls): 90.3 (4x C=OAcetyl), 89.9 (C1), 84.9 (C2), 70.7 (C5), 69.5 (C3), 65.2 (C4),
61.7 (C6), 20.8, 20.7 (4x CHsAcetyl). '>F-NMR &/ppm (200 MHz, CDCls): - 202.9
(ddd, 2Jeq = 48.5 Hz, 3Jpn = 26.9 Hz, 3Jey = 6.4 Hz). IR vicm™: 2937, 1744, 1673,
1368, 1207, 1032, 936, 893. HRMS (FAB) ber.: 350.1012 [M+H]", gef.: 350.1005.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucose 86

Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefuhrt. Es
wurden 286 mg (0.820 mmol) 1,3,4,6-Tetra-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-Glucose,
90.7 mg (0.980 mmol) Hydraziniumacetat und 5 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute: 110 mg (0.360 mmol, 44%) eines gelblichen Ols; 4 gAC o
AcO
Summenformel:  Ci2H17FOg; Molgewicht:  308.26 g/mol; DC: CACo 2 1
3 F
Rt -Wert (PE/EE, 1:1): 0.48, Anomerenverhaltnis: a/f = 1:0.2. 86 OH

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.60 (dd, 3Jun = 9.5 Hz, Jun = 2.6 Hz, 1H, H3),
5.48 (d, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H1), 5.03 (dd, 3Jun = 9.7 Hz, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, H4), 4.38
(ddd, 2Jen = 49.3 Hz, 3Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H2), 4.17-4.13 (m, 2H, H6),
4.10 (s, 1H, H5), 2.09, 2.07, 2.04 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). a-"*C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCls): 170.1 (3x C=OAcetyl), 88.7 (C1), 86.8 (C2), 72.6 (C4), 70.3 (C3),
67.3 (C6), 60.4 (C5), 21.3, 20.7, 20.6 (3x CHsAcetyl). a-"*F-NMR &/ppm (200 MHz,
CDCls): -199.5 (dd, 2Jpy = 49.3 Hz, 3Jpy = 12.2 Hz). IR vicm™: 3434, 2955, 3076,
1739, 1368, 1213, 1159, 1026, 909. HRMS (FAB) ber.: 309.0986 [M+H]",
gef.: 309.0994.
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Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- a-D-Mannose 85
Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6 durchgefuhrt. Es
wurden 398 mg (1.14 mmol) 1,3,4,6-Tetra-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-a-D-Mannose,
127 mg (1.37 mmol) Hydraziniumacetat und 6 mL DMF eingesetzt.

Ausbeute: 278 mg (0.900 mmol, 79%) eines gelblichen Ols; 4 QA
F

Summenformel: Ci,H17FOg; Molgewicht: 308.26 g/mol; DC: ACAOo . 1
¢ 2

Rs -Wert (PE/EE, 1:1): 0.36, Anomerenverhaltnis: 3 OH

o-anomerenrein.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.35 (d, 3Juy=4.4Hz, 1H, H3), 5.27 (d,
3Jun = 2.4 Hz, 1H, H1), 4.67 (d, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H2), 4.20-4.17 (m, 1H, H4), 4.30
(s, 2H, H6), 4.10 (s, 1H, H5), 2.10, 2.05, 2.04, (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.9, 170.2, 169.6 (3x C=OAcetyl), 88.1 (C2),
69.7 (C3), 69.5 (C4), 65.9 (C1), 62.3 (C6), 60.4 (C5), 20.7, 20.6 (3x CHsAcetyl).
YF-.NMR &/ppm (200 MHz, CDCls): -203.7 (ddd, 2Jen =49.5 Hz, 3Je = 29.3 Hz,
3Jrm = 6.6 Hz). IR vicm™: 3434, 2960, 1693, 1739, 1369, 1217, 1044, 975, 915.
HRMS (FAB) ber.: 309.0986 [M+H]", gef.: 309.0987.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Galactose 81

Die Reaktion wurde gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9 durchgefuhrt. Es
wurden 1.00g (3.67 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-D-Galactal 79, 2.08g (5.87 mmol)
Selectfluor® 80 sowie 3 mL DMF und 2 mL Wasser eingesetzt.

Ausbeute: 0.34g (1.1 mmol, 30%) eines farblosen Ols; Aco6 OAG
Summenformel: C;,H;7FOg; Molgewicht: 308.26 g/mol; DC: 4 3 20

AcO 1
Rt -Wert (PE/EE, 1:1): 0.30; Anomerenverhaltnis: a/f = 1:0.2. 3 F ™0on

81
a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.53 (dd, “Jrn = 49.0 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, 1H, H2),
5.40 (d, 3Jun=3.4Hz, 1H, H3), 4.64 (d, 3Juy=3.8Hz, 1H, H1), 4.49 (ddd,
33un = 13.2 Hz, 3Jun = 12.5 Hz, 3Juy = 6.2 Hz, 1H, H5), 4.15-4.10 (m, 3H, H4, H6),
2.14, 2.09, 2.04 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). a-**C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls):
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170.0 (3x C=OAcetyl), 90.9 (C2), 86.7 (C1), 68.8 (C3), 66.5 (C5), 61.6 (C6), 67.4
(C4), 20.7, 20.6, 20.5 (CHsAcetyl). a-*F-NMR &/ppm (200 MHz, CDCls):
- 206.9 (ddd, 2Jpy = 49.0 Hz , 3Jgy = 11.0 Hz, 3Jey = 4.0 HZ). IR vicm™: 3428, 2965,
1740, 1370, 1214, 1153, 1039, 951, 910, 769. HRMS (FAB) ber.: 309.0986 [M+H]",
gef.: 309.0986.

Synthese von bis-(Benzyl)-3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucosyl-
Phosphat 90

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10 durchgefuhrt.
Es wurden 246 mg (0.790 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-Glucose 81,
3.8 mL (0.96 mmol) Dicyanoimidazol (0.25M in Acetonitril), 0.390 mL (0.570 g,
1.65 mmol) bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und 20 mL
Dichlormethan eingesetzt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden 207 mg
(2.19 mmol) m-Chlorperbenzoesaure verwendet. Trotz mehrfacher
chromatographischer Ternnungen gelang es nicht, die Anomere voneinander zu

trennen.

Ausbeute: 314 mg (0.550 mmol, 69%) eines farblosen

OAc
Ols als Gemisch von zwei Anomeren; Summenformel:  pso-+ “; -0 o
Ca6HaoFO1:P; Molgewicht: 568.48 g/mol: DC: R¢-Wert A 3 y /'F!
. 0™ \NoBn
(PE/EE, 1:1, viv). 0.35; Anomerenverhaltnis: 90 OBn

a/f = 1:0.4; Drehwert: [a]p?® = + 54 °(c = 0.10, CHCl 3).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.36-7.34 (m, 10H, HaBenzyl), 5.97 (dd,
3Jue = 6.7 Hz, 3Juy = 3.6 Hz, 1H, H1), 5.53 (dd, 3Juy = 9.5 Hz, 3Juy = 2.4 Hz, 1H, H3),
5.42-5.33 (m, 1H, H5), 5.12-5.08 (m, 4H, CH,Benzyl), 5.01 (dd, *Juy = 6.1 Hz,
3Jun= 2.4 Hz, 1H, H4), 4.45 (ddd, 2Jur = 48.5 Hz, 3Jun = 9.5 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 1H,
H2), 4.07-3.99 (m, 1H, H6), 3.86 (dd, 2Juy = 12.4 Hz, 3Jun = 2.0 Hz, 1H, HB6), 2.08,
2.03, 2.00 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). a-"*C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.4,
169.9, 169.5 (3x C=OAcetyl), 128.6, 128.5, 128.1, 127.9 (6x CaBenzyl), 95.9 (C5),
93.8 (C1), 92.2 (C2), 70.1 (C3), 69.8 (CH;Benzyl), 69.6 (CH,Benzyl), 67.1 (C4), 61.0
(C6), 20.7, 20.6, 20.5 (3x CHsAcetyl). a-**P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 2.80.
a-">F-NMR &/ppm (200 MHz, CDCls): - 200.1 (dd, %Jpy = 48.5 Hz, 3Jpy = 12.0 H2).
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IR vicm™*: 2980, 2392, 1740, 1370, 1210, 1165, 1010, 915, 720.
HRMS (FAB) ber.: 569.1588 [M+H]", gef.: 569.1581.

Synthese  von bis-(Benzyl)-3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- a-D-Mannosyl-
Phosphat 89

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10 durchgefuhrt.
Es wurden 197 mg (0.640 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-a-D-Mannose 85,
3.1mL (0.77 mmol) Dicyanoimidazol (0.25M in Acetonitril), 0.32mL (0.47 g,
0.96 mmol) bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und 20 mL
Dichlormethan eingesetzt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden 165 mg

(0.960 mmol) m-Chlorperbenzoesaure verwendet.

Ausbeute: 284 mg (0.500 mmol, 78%) eines farblosen
Ols;  Summenformel: CoeH30FO1:P;  Molgewicht:
568.48 g/mol; DC: R;-Wert (PE/EE, 1:1): 0.42;

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.36 (s, 10H, HaBenzyl), 5.74 (dd, 3Jyr = 7.2 Hz,
33un = 1.9 Hz, 1H, H1), 5.39-5.26 (m, 1H, H4), 5.17-5.03 (m, 5H, CH,Benzyl, H3),
4.42 (ddd, %Jpq=46.9Hz, 3Juy=2.3Hz, 3J4u=19Hz, 1H, H2), 4.10 (dd,
33un = 4.5 Hz, ®Jun = 1.9 Hz, 1H, H6), 4.03-3.96 (m, 2H, H5, H6), 2.09, 2.03, 2.00 (3x
s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 128.9, 128.7, 128.7 (3x
C=OAcetyl), 128.2, 128.1 (6x CaBenzyl), 94.3 (C1), 85.5 (C2), 70.3 (C5), 69.9
(CH2Benzyl), 69.9 (CH,Benzyl), 68.9 (C3), 64.9 (C4), 61.4 (C6), 20.7, 20.6, 20.5 (3x
CHsAcetyl). *P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 3.12. **F-NMR &/ppm (200 MHz,
CDCls): - 203.2 (ddd, 2Jen = 46.9 Hz, 3Jey = 27.4 Hz, 3Jpy = 7.2 Hz). IR viem™: 2959,
1736, 1458, 1369, 1234, 1162, 1093, 1059, 946,  738.
HRMS (FAB) ber.: 568.1510 [M+H]", gef.: 568.1505.
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Synthese von bis-(Benzyl)-3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Galactosyl-
Phosphat 88

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10 durchgefuhrt.
Es wurden 340 mg (1.10 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-Galactose 86,
5.30 mL (1.32 mmol) Dicyanoimidazol (0.25 M in Acetonitril), 0.540 mL (0.790 g,
1.65 mmol) bis-(Benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit und 20 mL
Dichlormethan eingesetzt. Zur Oxidation des Pyranosylphosphits wurden 285 mg
(1.65 mmol) m-Chlorperbenzoesaure verwendet. Trotz mehrfacher
chromatographischer Ternnungen gelang es nicht, die Anomere voneinander zu

trennen.

Ausbeute: 406 mg (0.710 mmol, 65%) eines farblosen Ols

ACOS OAc
als Gemisch von zwei Anomeren; Summenformel: 4% o
5
CasH30FOuP; Molgewicht:  568.48 g/mol; DC: R¢-Wert A0~} - 10/%\
OBn
(PE/EE, 1:1): 0.35; Anomerenverhdltnis: ao/ff = 1:0.4; 88 OBn

Drehwert: [0]p?° = + 71 °(c = 0.10, CHCI 3).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.34-7.30 (m, 10H, HaBenzyl), 5.94 (dd,
3Jup = 6.4 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, 1H, H1), 5.37-5.25 (m, 2H, H3, H4), 5.02-5.00 (m, 4H,
CH,Benzyl), 4.76 (ddd, 2Jue = 55.0 Hz, 3Juy = 10.0 Hz, 3Juy = 3.6 Hz, 1H, H2), 4.17
(d, *Jyy=6.7Hz, 1H, H5), 3.96-3.92 (m, 1H, H6), 3.81 (dd, 2Juy=11.3 Hz,
%J4n=6.7Hz, 1H, H6), 2.03, 1.96, 1.83 (8x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl).
a-*C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 169.8, 154.4, 151.2 (3x C=OAcetyl), 128.7,
128.6, 128.0, 127.9 (6x CaBenzyl), 94.2 (C1), 69.8 (CH,Benzyl), 69.7 (CH.Benzyl),
68.3 (C5), 67.9 (C3), 67.5 (C4), 60.9 (C6), 20.5 (3x CHsAcetyl). a->*P-NMR &/ppm
(162 MHz, CDCls): - 2.64. a-'F-NMR &/ppm (200 MHz, CDCIs): -207.1 (ddd,
2Jen = 55.0 Hz, 3Jey = 10.0 Hz, 3Jey = 7.0 Hz). IR vicm™: 2931, 1746, 1370, 1213,
1152, 1009, 945, 889, 735. HRMS (FAB) ber.: 569.1588 [M+H]", gef.: 569.1604.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucosyl-Phosphat in Form
des Trietylammoniumsalzes 90

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 314 mg (0.550 mmol) bis-(Benzyl)-3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-
Glucosyl-Phosphat 87, 0.15 mL (0.11 g, 1.1 mmol) Triethylamin und 2 Spatelspitzen
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Pd/C eingesetzt. Als Ldsungsmittel wurden 4 mL Dioxan verwendet, die

Reaktionszeit betrug 96 Stunden.

Ausbeute: 165 mg (0.340 mmol, 61%) eines farblosen

OAc
Ols als Gemisch von zwei Anomeren; Summenformel: Acojfsm o
5
CigH33FNOy; P ; Molgewicht: 489.43 g/mol;  AO—} - 10/'F'>\\
OH
Anomerenverhaltnis: a/f =1:0.4; Drehwert: o OO
90 HNEt,

[a]p?° = + 112 °(c = 0.10, H ,0).
a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.68 (dd, 3Jur = 7.6 Hz, Jun = 3.6 Hz, 1H, H1),
5.46 (dd, 3Jun = 9.9 Hz, 3Juy = 3.2 Hz, 1H, H3), 5.03 (d, 3Juy = 9.9 Hz, 1H, H4), 4.70
(ddd, %Jue = 48.6 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 33y = 3.2 Hz, 1H, H2), 4.36-4.31 (m, 2H, H6),
4.11 (d, 3Juy = 10.8 Hz, 1H, H5), 3.13 (g, *Jun = 7.3 Hz, 6H, CH,Et:N), 2.06, 2.04,
1.99 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl), 1.21 (t, *Juy = 7.3 Hz, 9H, CH3Et3N). a-*C-NMR
8/ppm (101 MHz, D,O): 173.5, 171.7, 169.7 (3x C=OAcetyl), 91.6 (C1), 86.1 (C2),
71.5 (C3), 71.2 (C5), 67.9 (C4), 61.8 (C6), 46.8 (CH,E3N), 20.2, 20.1 (3x CHsAcetyl),
8.3 (CH3Et3N). a-*'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): -1.53. a-F-NMR &/ppm
(200 MHz, D,0): - 200.6 (dd, “Jgy = 48.5 Hz, Jpy = 11.8 Hz). IR viem™: 2981, 2349,
1737, 1451, 1367, 1218, 1161, 1107, 1031, 952, 835. HRMS (ESI")
ber.: 487.1629 [M-2H]", gef.: 487.0495.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- a-D-Mannosyl-Phosphat in Form
des Trietylammoniumsalzes 92

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 284 mg (0.500 mmol) bis-(Benzyl)-3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-a-D-
Mannosyl-Phosphat 89, 0.14 mL (0.10 g, 1.0 mmol) Triethylamin und 2 Spatelspitzen
Pd/C eingesetzt. Als Lo6sungsmittel wurden 4 mL Dioxan verwendet, die

Reaktionszeit betrug 96 Stunden.

OAc
) .. 4

Ausbeute: 143 mg (0.290 mmol, 59%) eines farblosen OIs; aco 65 e

. 0
Summenformel: C1gH33FNO¢4P; Molgewicht: AcO 3 2 1||

: . 07\
489.43 g/mol; Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein. 92 \o@?H
€]
HNEt;
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'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.58 (d, 3Juu=6.1Hz, 1H, H1), 5.40 (d,
3341 = 10.1 Hz, 1H, H3), 5.21 (d, 3Juy = 10.1 Hz, 1H, H4), 4.97 (s, 1H, H2), 4.40 (dd,
2Jan = 125Hz, 3Juy=2.4Hz, 1H, H6), 4.33-4.29 (m, 1H, H5), 4.11 (d,
2Jun = 12.5 Hz, 1H, H6), 3.13 (g, 3Jun = 7.2 Hz, 6H, CH,Et3N), 2.04, 2.01, 1.98 (3x s,
3x 3H, 3x CHsAcetyl), 1.21 (t, 3Jun=7.3Hz, 9H, CHsEt;N). *C-NMR &/ppm
(101 MHz, D,0): 173.8, 173.1, 172.8 (3x C=OAcetyl), 92.8 (C1), 86.6 (C2), 69.9
(C4), 68.8 (C3), 65.8 (C5), 61.8 (C6), 46.8 (CH:Et3N), 20.2 (3x CHsAcetyl), 8.3
(CH3Et3N). a-**P-NMR &/ppm (162 MHz, D,O): - 5.18. **F-NMR &/ppm (200 MHz,
D,0): -202.7 (ddd, ?Jey = 48.4 Hz, 3Jpy = 28.0 Hz, 3Jqy = 2.2 Hz). IR viem™: 2980,
2347, 1734, 1452, 1367, 1216, 1162, 1108, 1030, 914, 835. HRMS (ESIY)
ber.: 487.1629 [M-2H]", gef.: 487.0491.

Synthese von 3,4,6-Tri- OAc-2-Desoxy-2-Fluor- D-Galactosyl-Phosphat in Form
des Trietylammoniumsalzes 91

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12 durchgefuhrt.
Es wurden 830mg (1.46 mmol) bis-(Benzyl)-3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-
Galactosyl-Phosphat 88, 0.410mL (0.300g, 2.92 mmol) Triethylamin und
2 Spatelspitzen Pd/C eingesetzt. Als Losungsmittel wurden 18 mL Dioxan verwendet,

die Reaktionszeit betrug 96 h.

Ausbeute: 595 mg (1.22 mmol, 83%) eines farblosen Ols Aco6 OAc

als Gemisch von zwei Anomeren; Summenformel: SN 2 o
AcO 1 ||

C18H33FNO11P; Molgewicht: 489.43 g/mol; 3 F O/P\\OH

Anomerenverhaltnis: o/ = 1:0.4; Drehwert: 91 o Oo

[a]o?° = + 104 °(c = 0.10, H ,0).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 5.74 (dd, 3Jur = 7.5 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 1H, H1),
5.50 (d, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H4), 5.37 (dd, 3Juy = 10.7 Hz, 3Jun = 3.4 Hz, 1H, H3), 4.94
(ddd, %Jue = 49.1 Hz, 33y = 10.0 Hz, 334y = 3.6 Hz, 1H, H2), 4.52 (t, %y = 6.2 Hz,
1H, H5), 4.19-4.14 (m, 2H, H6), 3.11 (q, *Jun = 7.3 Hz, 6H, CH,Et:N), 2.12, 2.08,
2.01 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl), 1.20 (t, *Juy = 7.3 Hz, 9H, CHsEt:N). a-*C-NMR
8/ppm (101 MHz, D,0): 170.8, 168.2, 164.5 (3x C=OAcetyl), 128.3 (C1), 122.2 (C2),
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69.2 (C4), 68.7 (C3), 67.1 (C5), 61.9 (C6), 46.7 (CH,E3N), 20.1, 19.9 (3x CHsAcetyl),
8.2 (CHsEtsN). a-**P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): -1.61. a-F-NMR &/ppm
(200 MHz, D,O): -207.1 (ddd, 2Jey=40.0Hz, 3Jey=14.0Hz, 3Jpy=7.5Hz).
IR vicm™: 2983, 2383, 1742, 1451, 1371, 1217, 1167, 1044, 914, 815, 722.
HRMS (ESI*) ber.: 487.1629 [M-2H]", gef.: 487.0489.

Synthese von 2,3,4-Tri- OAc-6-Desoxy-6-Fluor- D-Glucose 98

Eine 1 M-Losung aus TBAF in Tetrahydrofuran (5.0 Aquivalente) wurde vorgelegt
und 1.0 Aquivalente 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-O-Tosyl-D-Glucose 96 sowie
5.0 Aquivalente Essigsaure hinzugegeben. Die Umsetzung wurde bei einer
Temperatur von 80 T fur 180 Minuten unter Verwendu ng der Mikrowelle bei 150 W
durchgefiihrt. Nach Entfernung des Losungsmittels wurde nach AAV 5 peracetyliert.

Die saulenchromatographische Reinigung erfolgte mit Ethylacetat.

Es handelte sich bei allen Experimenten lediglich um Testanséatze. Aufgrund der
geringen Ansatzgro3e wurde auf die Angabe der Einwaagen und Ausbeuten sowie
eine weitergehende Charakterisierung verzichtet. Die Konfiguration am anomeren

Zentrum konnte NMR-spektroskopisch nicht bestimmt werden.

Gestalt: farbloses  Ols: Summenformel: C1oH17FOg; 4 eF o
AcO
Molgewicht: 308.26 g/mol; DC: Rt -Wert (PE/EE, 1:3): 0.70. Acmzml
3

98

OH

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.46 (m, 1 H, H1), 4.86 (m, 1 H, H3), 4.64-4.59
(m, 3H, H2, H4, H5), 4.12 (m, 1 H, HB6), 3.81 (m, 1 H, H6), 2.17, 2.15, 2.15 (3x s, 3x
3H, 3x CHsAcetyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 170.0, 169.6, 169.0 (3x
C=OAcetyl), 99.4 (C1), 73.9 (C5), 70.6 (C4), 69.8 (C3), 69.4 (C2), 65.5 (C6), 20.9,
20.8, 20.8 15 (3x CHsAcetyl). *F-NMR &/ppm (200 MHz, CDCls): = - 206.53.
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8.2.3.6 Synthese von 2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Sulfo- a-D-Glycopyranosyl-
Phosphat

Synthese von 1,2,3,4,-Tetra- OAc-6-Desoxy-6-Thioacetyl- B-D-glucose 102

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. 2.02 g (4.02 mmol)
1,2,3,4-Tetra-OAc-6-0O-6-Tosyl-D-Glucose 96 wurden in 40 mL absolutem Acetonitril
gelost und auf 0T geekihlt. Nach Zugabe von 1.47 g (12.9 mmol, 3.2 Aquivalente)
Kaliumthioacetat wurde die Reaktionslosung fir 5 Stunden bei 95 T zum Ruckfluss
erhitzt. Der Umsatz wurde dinnschichtchromatographisch (CH,Cl,/MeOH, 9:1)
verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das Reaktionsgemisch mit 100 mL CH,Cl,
verdunnt, dreimal mit gesattigter Natriumchloridlosung und anschlieRend mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum sdulenchromatographisch mit CH,Cl,/MeOH (9:1) als

Eluent gereinigt.

Ausbeute: 1.59g (3.93 mmol, 98%) eines hellbraunen

SAc

Feststoffes; Summenformel:  Ci6H22010S; Molgewicht: | 1 s o
406.41 g/mol; DC: R;-Wert (CH,Cl/MeOH, 9:1): 0.91; AC—w o
Schmelzpunkt: 124 C; Anomerenverhaltnis: 102

[3-anomerenrein.

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCly): 5.67 (d, 3Juy=8.3Hz, 1H, H1), 5.21 (d,
3341 = 9.4 Hz, 1H, H3), 5.10 (m, 1H, H2), 5.02 (d, 3Juy = 9.6 Hz, 1H, H4), 3.80 (ddd,
30 = 9.6 Hz, 33y =6.0Hz, 3Juy=3.1Hz, 1H, H5), 3.22 (dd, 2Jun=14.4 Hz,
33un = 3.1 Hz, 1H, H6), 3.13 (dd, “Jun = 14.4 Hz, Iy = 6.0 Hz, 1H, H6), 2.33 (s, 3H,
CHsSAcetyl), 2.11, 2.08, 2.02, 2.00 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl). **C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCls): 91.6 (C1), 73.8 (C5), 72.8 (C3), 70.2 (C2), 69.8 (C4), 30.4
(CH3SAcetyl), 29.7 (C86), 20.8, 20.7, 20.6, 20.6 (4x 4x CHsAcetyl). IR vicm™: 2967,
1740, 1686, 1367, 1217, 1071, 1038. HRMS (FAB) ber.: 347.0801 [M-OAc]",
gef.: 347.0795.
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7.2.3 Synthese von 6,6'-Dithiobis-(6-Desoxy- D-Glucose) 105

Variante A: 496 mg (1.22 mmol, 1.0 Aquivalente) 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-6-
Thioacetyl-B-D-Glucose 102 wurden in einem Gemisch aus 2.5 mL NaOH (1 M) und
3.3mL EtOH gel6st und fir 4.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Der
Reaktionsumsatz wurde dinnschichtchromatographisch (PE/EE, 1:2) verfolgt.

Variante B: 100 mg (0.246 mmol, 1.0 Aquivalente) 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-6-
Thioacetyl-B-D-Glucose 102 wurden in einem Gemisch aus 0.5 mL NaOH (1 M) und
0.7 mL EtOH gelést und fur 70 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Der

Reaktionsumsatz wurde diinnschichtchromatographisch (PE/EE, 1:2) verfolgt.

Variante C: 104 mg (0.256 mmol, 1.0 Aquivalente) 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-6-
Thioacetyl-B-D-Glucose 102 wurden in einem Gemisch aus 0.5 mL NaOH (1 M) und
0.7 mL EtOH geldst und fir 24 Stunden bei 40 € unter Ruckfluss gerihrt. Der
Reaktionsumsatz wurde diunnschichtchromatographisch (PE/EE, 1:2) verfolgt.

Variante D: 110 mg (0.271 mmol, 1.0 Aquivalente) 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-6-
Thioacetyl-B-D-Glucose 102 wurden mit 1mL frisch zubereiteter
Natriummethanolatlésung (0.5 M) versetzt und fur 24 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Der Reaktionsumsatz wurde dinnschichtchromatographisch (PE/EE, 1:2)

verfolgt.

Variante E: 1.01g (2.49 mmol, 1.0 Aquivalente) 1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-6-
Thioacetyl-B-D-Glucose 102 wurden in einem Gemisch aus 7 mL MeOH, 3 mL H,O
und 1 mL Et3N gelést und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Der

Reaktionsumsatz wurde dinnschichtchromatographisch (PE/EE, 1:2) verfolgt.

Nach beendeter Reaktion wurden alle Reaktionsgemische unter vermindertem Druck
vom Losungsmittel befreit, mit wenig destilliertem Wasser versetzt und anschliel3end
gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne weitere Aufarbeitung
verwendet.

Die Charakterisierung erfolgte auf Grund der direkten Weiterverarbeitung des

Rohproduktes nur massenspektrometrisch.

S
Summformel : C12H22010S2; Molgewicht : 390.43 g/mol. "o 5 0

HRMS (FAB) ber.: 390.0654 [M], gef.: 390.0644.
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Synthese von Dithiobis-(1,2,3,4-Tetra- OAc-6-Desoxy- D-glucose) 106

Die Reaktionen wurden gemalf der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5 durchgeftihrt.

Das nach Variante A erhaltenen Rohprodukt wurde in 7 mL Pyridin gelést und mit

0.92 mL (9.7 mmol) Essigsaureanhydrid versetzt.

Das nach Variante B erhaltenen Rohprodukt wurde in 3 mL Pyridin gelést und mit

0.18 mL (2.0 mmol) Essigsaureanhydrid versetzt.

Das nach Variante C erhaltenen Rohprodukt wurde in 3 mL Pyridin gelést und mit

0.19 mL (2.0 mmol) Essigsaureanhydrid versetzt.

Das nach Variante D erhaltenen Rohprodukt wurde in 6 mL Pyridin gelést und mit
0.20 mL (2.2 mmol) Essigsaureanhydrid versetzt.

Das nach Variante E erhaltenen Rohprodukt wurde in 10 mL Pyridin gelést und mit
1.88 mL (19.9 mmol) Essigsadureanhydrid versetzt.

Ausbeute: Variante A: 301 mg (0.415 mmol, 68%) einer

gelblichen Watte als Gemisch von drei Diastereomeren, S_%_
Variante B: 81 mg (1.1 mmol, 93%) einer gelblichen Watte w© 1505 o
als Gemisch von drei Diastereomeren, Variante C: 51 mg AcO 2 .

3 OAc “pa

(0.070 mmol, 55%) einer gelblichen Watte als Gemisch von
drei Diastereomeren, Variante D: 62 mg (0.085 mmol, 63%)
einer gelblichen Watte als Gemisch von drei Diastereomeren, Variante E: 689 mg
(2.05 mmol, 76%) einer gelblichen Watte als Gemisch von drei Diastereomeren;
Summformel: C,gH3s018S,; Molgewicht: 726.72 g/mol; DC: R¢-Wert (PE/EE 1:3):
0.71; Schmelzpunkt: 68 T; Anomerenverhaltnis: a/p =0.6:1.0.

Die Zuordnung der *H- und **C-NMR-Signale erfolgte jeweils nur anteilig fir das a-
Anomer bzw. 3-Anomer mit der hochsten Intensitat, da die exakte Zuordnung der

jeweiligen Signale fur die einzelnen Diastereomere (aa, BB, af) nicht moglich war.

a-Anteil *H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 6.31 (d, 3Jun = 2.9 Hz, 2H, H1), 5.46 (d,
3Jun = 9.9 Hz, 2H, H3), 5.09-5.07 (m, 2H, H2), 5.06-5.04 (m, 2H, H4), 4.18-4.14 (m,
2H, H5), 2.93 (dd, 2Juy = 16.3 Hz, 3Jun = 2.8 Hz, 2H, H6), 2.82 (dd, 2Jun = 16.3 Hz,
3341 = 7.2 Hz, 2H, H6), 2.12, 2.11, 2.086, 2.06, 2.03, 2.02, 2.01, 2.00 (8x s, 8x 3H, 8x
CHsAcetyl). B-Anteil *H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.72 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 2H,
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H1), 5.28-5.22 (m, 2H, H3), 5.14-5.09 (m, 2H, H2), 5.06-5.00 (m, 2H, H4), 3.88 (ddd,
3Jun = 10.1 Hz, %Iy =7.2Hz, 3Juu=3.3Hz, 2H, H5), 2.99 (dd, %Jun = 14.1 Hz,
3341 = 3.4 Hz, 1H, H6), 2.86 (dd, %Juy = 18.9 Hz, 3Juy 7.3 Hz, 1H, H6), 2.12, 2.11,
2.06, 2.06, 2.03, 2.02, 2.01, 2.00 (8x s, 8x 3H, 8x CHsAcetyl). a-Anteil “*C-NMR
8/ppm (101 MHz, CDCls): 170.3, 170.2, 169.8, 169.7, 169.5, 169.3, 169.0 (8x
C=OAcetyl), 89.0 (C1), 70.9 (C4), 70.3 (C5), 69.8 (C2), 69.4 (C3), 41.3 (C6), 21.0,
20.9, 20.8, 20.8, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (8x CHsAcetyl). B-Anteil *C-NMR &/ppm
(101 MHz, CDCls): 170.3, 170.2, 169.8, 169.7, 169.5, 169.3, 169.0 (8x C=OAcetyl),
91.5 (C1), 73.1 (C5), 72.9 (C3), 70.9 (C4), 70.4 (C2), 41.6 (C6), 21.0, 20.9, 20.8,
20.8, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (8x CHsAcetyl). IR vicm™: 2954, 1747, 1430, 1367, 1244,
1206, 1069, 1031. HRMS (FAB) ber.: 726.1499 [M], gef.: 726.1514.

Synthese von Dithiobis-(2,3,4-Tetra- OAc-6-Desoxy- D-glucose) 103

Variante A: 105 mg (0.145 mmol, 1.0 Aquivalente) Dithiobis-(1,2,3,4-Tetra-OAc-6-
Desoxy-D-glucose) 106 wurden in 3 mL Tetrahydrofuran gelost. Nach der Zugabe
von 0.047 mL (0.46 mmol, 3.0 Aquivalente) Benzylamin wurde die Reaktionslosung
fur 7.5 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Der Umsatz wurde mittels
Dunnschichtchromatographie (PE/EE, 1:2) verfolgt. Nachdem die Reaktion beendet
war, wurde die Reaktionslosung eingeengt, mit Ethylacetat versetzt, zweimal mit
1M Salzsaure, einmal mit Wasser, zweimal mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und erneut mit Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und nach Entfernen

des Losungsmittels im Vakuum saulenchromatographisch (PE/EE, 1:3) gereinigt.

Variante B: Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiirt. 701 mg
(0.965 mmol, 1.0 Aquivalent) Dithiobis-(1,2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-D-glucose) 106
wurden in 10 mL absolutem N,N-Dimethylformamid gelést und mit 213 mg
(2.32 mmol, 2.4 Aquivalente) Hydraziniumacetat versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde solange auf 50 T erwarmt, bis das Hydraziniu macetat vollstandig gel6st war.
Im Anschluss wurde die Reaktionslosung auf Raumtemperatur abgekuhlt und fur
24 Stunden geruhrt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle: PE/EE, 1:2) wurde die
Reaktionslosung mit 10 mL Ethylacetat verdinnt, zweimal mit gesattigter

Ntriumchlorid-Lésung und anschlieend mit Wasser gewaschen. Die organische
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Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum mehrfach mit Toluol und Dichlormethan codestiliert. Der

erhaltene 6lige Ruckstand wurde saulenchromatographisch (PE/EE, 1:3) gereinigt.

Ausbeute: Variante A: 23 mg (0.036 mmol, 25%) einer

farblosen Watte als Gemisch von drei Diastereomeren, S_%_
Variante B: 239 mg (0.372 mmol, 39%) einer farblosen w© 4505’ o
Watte als Gemisch von drei Diastereomeren; Summformel: AcO > o 1OH
C24H34016S2; Molgewicht:  642.65 g/mol; DC: Ri-Wert 103 2
(PE/EE 1:3): 0.52; Schmelzpunkt: 84 C;

Anomerenverhaltnis: a/f = 1.0:0.4.

Die Zuordnung der *H- und *C-NMR-Signale erfolgte jeweils nur anteilig fir das
a-Anomer bzw. B-Anomer mit der héchsten Intensitat, da die exakte Zuordnung der

jeweiligen Signale fur die einzelnen Diastereomere (aa, BB, af) nicht moglich war.

a-Anteil *H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.54 (d, *Jun = 9.8 Hz, 2H, H3), 5.48 (d,
3341 = 3.6 Hz, 2H, H1), 4.94 (d, 3Jun = 9.7 Hz, 2H, H4), 4.89-4.84 (m, 2H, H2), 4.34-
4.30 (m, 2H, H5), 2.97 (dd, 2Jun =14.2 Hz, 3J4y=7.6 Hz, 2H, H6), 2.86 (dd,
2Jun = 14.2 Hz, 3Jun = 3.5 Hz, 2H, H6), 2.09, 2.09, 2.06, 2.05, 2.01, 2.01 (6x s, 6x 3H,
6x CHsAcetyl). B-Anteil H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.25 (d, 3Jun = 9.5 Hz,
2H, H3), 5.03 (d, 3J4y=9.6 Hz, 2H, H4), 4.88-4.85 (m, 2H, H2), 4.78 (d,
3Jun = 8.1 Hz, 1H, H1), 3.79 (ddd, 3Jun = 9.6 Hz, 3Juy = 5.9 Hz, 334y = 3.7 Hz, 2H,
H5), 3.06 (dd, 2Juy = 14.7 Hz, 3Juy =5.9 Hz, 2H, H6), 2.91 (dd, 2Juy = 14.7 Hz,
3Jun = 3.7 Hz, 2H, H-6), 2.09, 2.09, 2.06, 2.05, 2.01, 2.01 (6x s, 6x 3H, 6XCHsAcetyl).
a-Anteil *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 171.2, 170.6, 170.5, 170.2, 170.2, 170.1
(6x C=OAcetyl), 95.5 (C1), 72.3 (C4), 71.4 (C2), 69.6 (C3), 68.1 (C5), 43.3 (C6),
21.0, 20.9, 20.9, 20.9, 20.8, 20.7 (6x CHsAcetyl). B-Anteil **C-NMR &/ppm (101 MHz,
CDCls): 171.2, 170.6, 170.5, 170.2, 170.2, 170.1 (6x C=OAcetyl), 90.0 (C1), 72.3
(C5), 71.9 (C3), 71.7 (C4), 71.4 (C2), 42.9 (C6), 21.0, 20.9, 20.9, 20.9, 20.8, 20.7 (6x
CHsAcetyl). IR vicm™ 3675, 2987, 2901, 1743, 1380, 1227, 1050.
HRMS (FAB) ber.: 642.1289 [M], gef.: 642.1281.
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Synthese von bis-(Benzyl)-2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Sulfo- D-Glucopyranosyl-
Phosphat 107

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeftihrt. 300 mg (0.467 mmol,
1.0 Aquivalente) Dithiobis-(2,3,4-Tetra-OAc-6-Desoxy-D-glucose) 103 wurden in
5 mL absolutem Dichlormethan gelést und mit 4.5 mL (1.1 mmol, 2.4 Aquivalente)
Dicyanoimidazol (0.25M in THF) versetzt. Unter Eiskihlung wurden
380 uL  (1.13 mmol, 2.4 Aquivalente) bis-Benzyl-N,N-Diisopropylphosphoramidit
langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf Raumtemperatur
erwarmt und bei dieser Temperatur fur 3.5 Stunden gerihrt. Nach vollstandiger
Reaktion (DC-Kontrolle: PE/EE, 1:2) erfolgte unter erneuter Eiskiihlung die Zugabe
von 484 mg (2.80 mmol, 6.0 Aquivalente) mCPBA in kleinen Portionen. Das
Reaktionsgemisch wurde langsam auf Raumtemperatur erwarmt und weitere
45 Minuten bei  dieser Temperatur  geruhrt. Der Umsatz  wurde
dunnschichtchromatographisch (PE/EE, 1:2) verfolgt. Nachdem die Reaktion
beendetet war, wurde das Reaktionsgemisch mit 10 mL Diethylether verdinnt und
mit gesattigter Natriumsulfit-Losung gewaschen, bis keine Peroxide mehr vorhanden
waren. AnschlieBend wurde die organische Phase dreimal mit gesattigter
Natriumchlorid-L6sung und anschliel3end mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das LOosungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des
Rohproduktes erfolgte durch zweifache saulenchromatographische Reinigung
(CH.CI,/MeOH, 20:1 und PE/EE). Mit dieser Variante konnten beide Anomere

erhalten werden.

Ausbeute: 326 mg (0.518 mmol, 55%) eines gelben Sgg
.. 4 6
Ols;  Summformel:  CzH30014PS; Molgewicht: ..o >—0 ﬁ
1
629.55 g/mol; DC: R;-Wert (PE/EE 8:1): 0.80; "% 2oacvo— 1™osn

OBn
Anomerenverhaltnis: a/f = 1.0:0.7.

107

a-'H-NMR  &/ppm (400 MHz, CDCls): 7.42-7.29 (m, 10H, Hay), 5.95 (dd,
3Jup = 7.6 Hz, %Jun= 3.2 Hz, 1H, H1) 5.50-5.45 (m, 1H, H3), 5.10-5.00 (m, 4H, 2x
CH,Benzyl), 5.02-4.95 (m, 2H, H2, H4), 4.66-4.60 (m, 1H, H5), 3.76-3.66 (m, 1H,
H6), 3.54-3.43 (m, 1H, H6), 2.10, 2.07, 2.02 (3x s, 3x 3H, 3x CHsAcetyl). a-*C-NMR
8/ppm (101 MHz, CDCly): 169.8, 169.4, 169.3 (3x C=OAcetyl), 128.0, 128.5, 128.7 (je
2X Cany), 93.0 (C1), 70.0 (C5), 69.8 (C4), 69.7 (C2), 67.5 (2x CH,Benzyl), 68.3 (C3),
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63.5 (C6), 20.5, 20.4, 20.3 (3x CHzAcetyl). >*P-NMR &/ppm (162 MHz, CDCls): - 2.84,
- 3.30. IR vicm™: 2961, 1750, 1325, 1212, 997, 951, 736, 696.

Synthese von 2,3,4-Tri- OAc-6-Desoxy-6-Sulfo- D-Glycopyranosyl-Phosphat 101

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 326 mg (518 mmol,
1.0 Aquivalente) bis-(Benzyl)-2,3,4-Tri-OAc-6-Desoxy-6-Sulfo-D-Glucopyranosyl-
Phosphat 107 wurden in 5 mL absolutem Dioxan gelost mit 0.15 mL (1.1 mmol,
2.0 Aquivalente) Triethylamin tropfenweise versetzt. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung mit Pd/C (10%) versetzt und im Ultrasschallbad aktiviert. Der
Reaktionsansatz wurde mit leichtem H,-Uberdruck bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktionszeit Betrug 10 Tage (DC-Kontrolle: CH,Cl,/MeOH, 14:1). Nach beendeter
Reaktion wurde Uberschissiges Pd/C durch Filtration tber Celite entfernt. Das
Rohprodukt wurde in Dichlormethan aufgenommen und fiinfmal mit Wasser
extrahiert. Aus den vereinten Fraktionen konnte das Produkt durch Gefriertrocknung
erhalten werden. Dieses Rohprodukt wies starke Verunreinigungen auf, weshalb im

Folgenden auf eine ausfuhrliche Charakterisierung verzichtet wird.

©
Ausbeute: 80 mg (0.14 mmol, 27%) eines gelben Ols 4 6003
5 O 0
als Gemisch zweier Anomere; Summformel: Acimb !
2 TN
C1oH1s014PS;  Molgewicht:  448.30 g/mol;  DC: 3 O geOH
Rt -Wert (CH,Cl,/MeOH, 14:1): 0.66. 101 ®

EtsNH

3p_NMR §/ppm (162 MHz, D,0): - 1.09, - 3.14. IR v/icm™*:3395, 2986, 1748, 1214,
1020. HRMS (ESI) ber.: 572.1179 [M+Na+Et;NH], gef.: 572.0351.
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8.2.3.7 Synthese eines Derivats des Colamin-Phospha ts

Synthese von NAc-Colamin-Phosphat

Es wurden 500 mg (2.06 mmol) Colamin-Phosphat 142 in Form des
Triethylammonium-Salzes in Pyridin gelést und mit 0.83 mL (0.90 g, 8.8 mmol)
Essigsdureanhydrid versetzt. Die Reaktionslésung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach Entfernung des Losungsmittels im Vakuum wurde mit
Toluol und anschlielend mit Dichlormethan codestilliert. Der erhaltene Rickstand
wurde in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Das Rohprodukt
wurde durch Gefriertrocknung erhalten.

Die NMR-spektroskopische Untersuchung zeigte die Entstehung eines Gemischs aus
dem gewtlnschten Produkt und dem ebenfalls am Phosphat acetylgeschitzten
Nebenprodukt.

Die selektive Spaltung der Acetylgruppen am Phosphat gelang durch Lésen in
Wasser und Versetzten der Reaktionslosung mit etwas Triethylamin. Die
Reaktionslésung wurde fur 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt, eingefroren und
einer Gefriertrocknung unterzogen. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere
Reinigung fur die anschlielRende Kupplungsreaktion eingesetzt. Aus diesem Grund
wird im Folgenden sowohl auf eine ausfiihrliche Charakterisierung als auch auf die

Angabe einer Ausbeute verzichtet.

0

Gestalt: farbloser Feststoff;: Summenformel: C4HgNOsP; ACHN 1 lﬂ

Molgewicht: 182.09 g/mol. \2/\0/ I\o@ea
OH

EtgNH

31P.NMR &/ppm (162 MHz, D,0): 1.78.
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8.2.3.8 Synthese der Neuraminsaure-Derivate

Synthese  von  Methyl-5-Acetamido-3,5-Didesoxy- B-D-Glycero-D-Galacto-2-
Nonulopyranosylonat 108

Es wurden 1.00 g (3.24 mmol,) N-Acetylneuraminsaure 22 mit 1.00 g gewaschenem
lonentauscher (Dowex, W50X8, H") in 32 mL wasserfreiem Methanol suspendiert
und 16 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach beendeter Reaktion (DC-
Kontroll: EtOH/AcOH/H,0, 4:1:1) wurde der lonentauscher abfiltriert, mit Methanol
gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 1.05g (3.24 mmol, 100%) eines farblosen on

Feststoffes; Summenformel:  Ci,H21NOg;  Molgewicht:

9 8\y
323.32 g/mol; DC: R¢-Wert (EtOH/ACOH/H,0, 4:1:1): 0.77;  HO™ - 5~C0OMe
Schmelzpunkt: 178 C; Anomerenverhaltnis: Ho ' 3

B-anomerenrein; Drehwert: [a]p® = - 43 °(c = 1.0, MeOH). 108

'H-NMR &/ppm (400 MHz, MeOD): 4.07-3.98 (m, 2H, H4, H6), 3.83-3.79 (m, 2H, H5,
H9), 3.78 (s, 3H, OCHj3), 3.70 (ddd, 3Jun = 8.9 Hz, *Juy = 5.8 Hz, 3Juy = 3.0 Hz, 1H,
H8), 3.61 (dd, 2Juy=11.2 Hz, 3J4y =5.8 Hz, 1H, H9), 3.48 (dd, 3Ju = 8.9 Hz,
3Jun = 1.5 Hz, 1H, H7), 2.22 (dd, 2Jun = 12.8 Hz, 3Juy = 4.8 Hz, 1H, H3.), 2.02 (s,
3H, CHsAcetyl), 1.89 (dd, 2Jun = 12.8 Hz, 3Jun = 11.4 Hz, 1H, H3.y). **C-NMR &/ppm
(101 MHz, MeOD): 175.2 (C=OAcetyl), 171.9 (C1), 96.8 (C2), 72.2 (C6), 71.8 (C8),
70.3 (C7), 68.0 (C4), 65.0 (C9), 54.5 (C5), 53.2 (OCHs), 40.8 (C3), 22.7 (CHsAcetyl).
IR viecm™: 3324, 2936, 2881, 1736, 1632, 1541, 1428, 1370, 1273, 1144, 1122, 1025,
993, 941, 893, 615. MS (FAB) ber.: 324.3 [M+H]", gef.: 324.2.

Synthese von Methyl-5-Acetamido-4,7,8,9-Tetra- OAc-2-Chlor-3,5-Didesoxy- [3-D-
Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylonat 109

Es wurden 1.00 g (3.09 mmol) N-Acetylneuraminséuremethylester 108 bei 0 T in
60 mL Acetylchlorid gelost. Das Reaktionsgemisch wurde anschlie3end in einer
verschlossenen Reaktionsapparatur fir 16 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Der
Abbruch der Reaktion erfolgte durch Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum.

Anschliel3end wurde der erhaltene Rickstand bei 0 T wieder in 15 mL Acetylchlorid
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gelést und zusatzlich mit 0.3 mL wasserfreiem Methanol versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde erneut in einer verschlossenen Reaktionsapparatur fur
16 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieend unter vermindertem
Druck vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Rickstand wurde dreimal mit Toluol

coevaporiert und anschlieRend grindlich im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1.57 g (3.09 mmol, 100%) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: C20H28CINO;2;
Molgewicht: 509.96 g/mol; DC: R;-Wert (Toluol/Aceton,
1:1): 0.51; Schmelzpunkt: 61 T; Anomerenverhaltnis:

B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®=-58° (c=1.0, 109
CHCl).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.52 (d, Juu = 10.4 Hz, 1H, NH), 5.47 (dd,
33w =7.0Hz, 3J4u=25Hz, 1H, H7), 5.43-536 (m, 1H, H4), 5.17 (ddd,
3Jun =6.0Hz, 3Juy=6.0Hz, 33y =2.8Hz, 1H, H8), 4.42 (dd, 2Juy=12.6 Hz,
3Jun = 2.8 Hz, 1H, H9), 4.35 (dd, 3Juy = 10.4 Hz, 3Jun = 2.2 Hz, 1H, H5), 4.24-4.17
(m, 1H, H6), 4.06 (dd, “Jun = 12.6 Hz, 3Juy = 6.0 Hz, 1H, H9), 3.87 (s, 3H, OCHy),
2.78 (dd, %Jun=13.9Hz, )y =4.8Hz, 1H, H3e), 2.27 (dd, 2Jun=13.9 Hz,
33un = 11.3 Hz, 1H, H3,), 2.12, 2.07, 2.05, 2.04, 1.91 (5x s, 5x 3H, 5x CHsAcetyl).
13C.NMR &/ppm (101 MHz, CDCls): 171.1, 170.7, 170.5, 170.1, 169.8 (5x
C=OAcetyl), 165.6 (C1), 96.8 (C2), 74.1 (C6), 70.1 (C8), 68.9 (C7), 67.0 (C4), 62.2
(C9), 53.9 (OCHs), 49.0 (C5), 40.8 (C3), 23.3, 21.0, 20.9 (5x CHsAcetyl).
IR viecm™: 2958, 1741, 1656, 1445, 1436, 1369, 1207, 1031, 943, 885, 767, 661, 595,
500, 429. MS (FAB) ber.: 510.1 [M+H]", gef.: 510.0.

Synthese von Methyl-5-Acetamido-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-Didesoxy- B-D-Glycero-
D-Galacto-2-Nonulopyranosylonat 28

Die Umsetzung erfolgte in einem mit Aluminiumfolie ummantelten Reaktionsgefal3.
Es wurden 1.50g (2.94 mmol) des Chlorids109 in 73 mL Aceton und
18 mL destilliertem Wasser geldst, mit 2.43 g (8.83 mmol) Silbercarbonat versetzt
und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Die Suspension wurde Uber Celite

filtriert, mit Ethylacetat gewaschen und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die
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Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch mit einem Gemisch aus Petrolether und
Aceton (1:1).

Ausbeute: 1.18 g (2.41 mmol, 82%) eines farblosen
Feststoffes; Summenformel: C;oH29NO;3; Molgewicht:
491.41 g/mol; DC: R;-Wert (Aceton/PE, 1:1): 0.30;

Schmelzpunkt: 172 <, Anomerenverhaltnis:
B-anomerenrein; Drehwert: [0]p®®=+23° (c=1.0, 28
CHCIy).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CDCls): 5.78 (d, 3J4u=9.4Hz, 1H, NH), 5.35 (dd,
3Jun=5.3Hz, 3Jun=19Hz, 1H, H7), 5.25-5.17 (m, 2H, H4, H8), 4.51 (dd,
2Jun = 12.3 Hz, 3Juy=2.5Hz, 1H, H9), 4.21-4.14 (m, 2H, H5, H6), 4.02 (dd,
2Jun = 12.3 Hz, 3Juy = 7.6 Hz, 1H, H9), 3.85 (s, 3H, OCHs), 2.24-2.17 (m, 2H, H3),
2.13, 2.09, 2.02, 2.01, 1.89 (5x s, 5x 3H, 5x CHsAcetyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz,
CDCls): 171.1, 171.0, 170.9, 170.5, 170.4 (5x C=OAcetyl), 169.2 (C1), 95.0 (C2),
71.4 (C8), 71.2 (C6), 69.5 (C4), 68.2 (C7), 62.8 (C9), 53.6 (OCHs), 49.7 (C5), 36.7
(C3), 23.3, 21.1, 20.9 (5x CHsAcetyl). IR v/icm™: 3352, 2961, 1736, 1659, 1542, 1435,
1369, 1209, 1154, 1125, 1071, 1030, 945, 595. MS (FAB) ber.: 492.4 [M+H]*, gef.:
492.3.

Synthese von Thiophenyl-(Methyl-5-Acetamido-4,7,8,9 -Tetra-OAc-3,5-Didesoxy-
a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 115

Es wurden zu 1.70g (3.30 mmol) Methyl-5-Acetamido-4,7,8,9-Tetra-OAc-2-Chlor-
3,5-Didesoxy-B-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylonat 109, 1.17 g (3.45 mmol)
TBA-HSO,, gelést in 20 mL Ethylacetat und 20 mL 1M Natriumcarbonatlésung,
gegeben. Die Losung wurde mit 1.72 mL (1.86 g, 16.8 mmol) Thiophenol versetzt.
Nach 3 Stunden RUhren bei Raumtemperatur wurde mit Ethylacetat verdinnt,
dreimal mit gesattigter Natriumchloridldsung und anschlieRend zweimal mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die erste saulenchromatographische Reinigung
erfolgte zuerst mit Diethylether, um das verbliebene Thiophenol abzutrennen. Nach

erfolgreicher Abtrennung wurde das Produkt mit Ethylacetat eluiert. Die zweite
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saulenchromatographische Reinigung erfolgte mit einem Laufmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol (15:1).

Ausbeute: 2.48 g (4.14 mmol, 70%) eines farblosen
. ) . 1
Feststoffes; Summenformel: CosH33NO15S; AcO.9 BOAC COOMe
Molgewicht: 583.60 g/mol, DC: Rt -Wert AcO'i_-|7 6 ° 2]
5
(CH,Cl,/MeOH, 9:1): 0.35; Schmelzpunkt: 76 TC; OTNACO4 3
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein; Drehwert: 115

[a]p?® = + 22°(c = 0.09, CHCI 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, Cg¢Ds): 7.64 (dd, 3Jun = 8.4 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 2H, Honno),
7.16 (dd, 3Juy=8.4Hz, 334y =8.0Hz, 2H, Hmew), 7.07 (dddd, *Juy=8.4 Hz,
3Jun = 8.4 Hz, *Jpp = 8.0 Hz, *Juy = 1.2 Hz, 1H, Hpara), 5.78-5.74 (m, 1H, H8), 5.49 (d,
3Jun = 5.5 Hz, 1H, H7), 4.83-4.78 (m, 1H, H4), 4.78-4.73 (m, 1H, H9), 4.45 (dd,
2Jun = 12.3 Hz, 3Juy = 5.7 Hz, 1H, H9), 4.33 (d, 3Jun = 10.4 Hz, 1H, H5), 4.06 (d,
3341 = 10.3 Hz, 1H, NH), 3.92 (d, ®Juy = 10.4 Hz, 1H, H6), 3.20 (s, 3H, OCHs), 2.97
(dd, 23y =12.8Hz, 3Juy=4.1Hz, 1H, H3e), 2.02 (dd, 2y =12.8Hz,
3Jun = 12.0 Hz, 1H, H34,), 2.06, 2.04, 1.89, 1.66, 1.65 (5x s, 5x 3H, 5x CHsAcetyl).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, C¢Dg): 172.0, 171.0, 169.7, 169.5, 168.0 (5x C=OAcetyl),
163.4 (C=OEster), 136.2, 129.6, 128.9 (3x CaPhenyl), 93.7 (C2), 75.2 (C6), 70.6
(C8), 69.5 (C4), 67.6 (C7), 62.2 (C9), 51.9 (OCHs), 49.3 (C5), 38.7 (C3), 22.6, 20.6,
20.4, 20.2, 20.0 (5x CHsAcetyl). IR vicm™: 1737, 1368, 1215, 1127, 1033, 753, 692,
594. MS (FAB) ber.: 584.2 [M+H]", gef.: 584.2.

Synthese von Thiophenyl-(Methyl-5- N-Propanoyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-
Didesoxy- a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 117

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13 durchgefihrt.
Dazu wurde 1.00 g (1.72 mmol) Thioglycosid 115 in 10 mL Methanol gelést und mit
1.00 mL (1.48 g, 15.4 mmol) Methansulfonsaure versetzt. Nach Bildung des freien
Amins wurden 0.400 mL (408 mg, 3.100 mmol) Propionsédureanhydrid zugesetzt. Die
anschlieBende  Acetylierung erfolgte mit 2.00mL (2.16g, 21.0 mmol)
Essigsaureanhydrid in 12 mL Pyridin. Der Abbruch erfolgte durch Zugabe von
3 mL Methanol.
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Ausbeute: 292 mg (0.490 mmol, 28%) eines gelblichen 1

: . 9 8,0Ac CcooMm
Sirups; Summenformel: Cy;H3sNO12S; Molgewicht: ACEO/ 76 o €
C 12

597.63 g/mol; DC: R -Wert (EE): 0.44; N5 Q/ ®
AcO4 3

Anomerenverhaltnis: o-anomerenrein; Drehwert: t

[a]p®® = - 18 °(c = 1.0, CHCl 3). 117

'H-NMR &/ppm (400 MHz, C¢Dg): 7.64 (dd, *Jun = 8.2 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, Hortho),
7.20-7.13 (M, 2H, Hmeta), 7.10-7.04 (M, 1H, Hyara), 5.69-5.64 (m, 1H, H8), 5.50 (dd,
0 =7.1Hz, %Jw=21Hz, 1H, H7), 4.88-4.80 (m, 1H, H4), 4.76 (dd,
2Jun = 12.4 Hz, 3Juy = 2.8 Hz, 1H, H9), 4.46 (dd, 2Jun = 12.4 Hz, 3Juy = 5.8 Hz, 1H,
H9), 4.40-4.31 (m, 1H, H5), 3.95 (dd, %Jun = 10.8 Hz, ®Jun = 2.1 Hz, 1H, H6), 3.20 (s,
3H, OCHa), 2.98 (dd, ?Jun = 12.8 Hz, ®Juy = 4.7 Hz, 1H, H3e,), 2.06-2.01 (m, 1H,
H3ax), 1.96, 1.93 (2x s, 2x 3H, 2x CH3Acetyl), 1.87-1.80 (m, 2H, CH,Propanoyl) 1.78,
1.55 (2x s, 2x 3H, 2x CHsAcetyl), 1.03 (dd, 3Jun=9.5Hz, 3Juy =5.6 Hz, 3H,
CHsPropanoyl). **C-NMR 8/ppm (101 MHz, CgDs): 165.4 (C1), 137.1 (Conno), 130.2
(Cmeta), 129.6 (Cpara), 88.6 (C2), 76.0 (C6), 71.4 (C8), 70.2 (C4), 68.4 (C7), 62.8 (C9),
52.7 (OCHs), 49.4 (C5), 39.3 (C3), 30.1 (C2Propanoyl), 21.4, 21.1, 21.0, 20.8 (4x
CHsAcetyl), 11.2 (C3Propanoyl). IR viem™: 3295, 2926, 1737, 1659, 1540, 1439,
1369, 1217, 1128, 1033, 953, 753, 692, 602. HRMS (FAB) ber.: 597.1880 [M],
gef.: 597.1872.

Synthese von Thiophenyl-(Methyl-5- N-Butanoyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-
Didesoxy- a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 118

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13 durchgefihrt.
Dazu wurde 1.00 g (1.73 mmol) Thioglycosid 115 in 10 mL Methanol gelést und mit
1.00 mL (1.48 g, 15.4 mmol) Methansulfonsaure versetzt. Nach Bildung des freien
Amins wurden 0.510 mL (0.491 mg, 3.10 mmol) Buttersaureanhydrid zugesetzt. Die
anschlieBende  Acetylierung erfolgte mit 2.00mL (2.16g, 21.0 mmol)
Essigsaureanhydrid in 12 mL Pyridin. Der Abbruch erfolgte durch Zugabe von 3 mL
Methanol.
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Ausbeute: 477 mg (0.780 mmol, 45%) eines farblosen 1
. . AcO9 80Ac COOMe
Sirups; Summenformel:  CygH37NO1,S; Molgewicht: AcON 6 2
AE
611.66 g/mol;  DC:  Ri-Wert  (EE):  0.66; o NZL7~/
Anomerenverhaltnis: o-anomerenrein; Drehwert: TW
118

[a]p®° = - 16 °(c = 1.0, CHCI 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, CgDe): 7.64 (d, %Jun = 7.4 Hz, 2H, Homno), 7.21-7.14 (m,
2H, Hmeta), 7.10-7.02 (m, 1H, Hpara), 5.68-5.65 (m, 1H, H8), 5.50 (dd, ®Jun = 7.0 Hz,
3Jun = 2.0 Hz, 1H, H7), 4.88 (ddd, 3Jun = 11.2 Hz, 3Jun = 11.2 Hz, 334y = 4.7 Hz, 1H,
H4), 4.76 (dd, 2Juny =12.4 Hz, 3Juy = 2.6 Hz, 1H, H9), 4.47 (dd, 2Jun = 12.4 Hz,
3Jun = 5.8 Hz, 1H, H9), 4.38-4.30 (m, 1H, H5), 3.99 (dd, 3Juy = 10.8 Hz, 3Jun =
1.8 Hz, 1H, H6), 3.21 (s, 3H, OCHs), 3.00 (dd, “Juy = 12.8 Hz, 3Juy = 4.7 Hz, 1H,
H3eq), 2.05-2.01 (m, 1H, H34), 1.96, 1.93, 1.78, 1.57 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl),
1.88-1.83 (m, 1H, CH,Butanoyl), 1.71-1.66 (m, 1H, CH,Butanoyl), 1.62—-1.51 (m, 2H,
CH,Butanoyl), 0.83 (dd, 3Juy=7.3Hz, 3Jay=7.3Hz, 3H, CHsButanoyl).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, CgDg): 172.6 (C1), 137.0 (Cortno), 130.2 (Crmet), 129.5
(Cpara), 75.8 (C6), 71.2 (C8), 70.1 (C4), 68.3 (C7), 62.8 (C9), 52.6 (OCH3z), 49.3 (C5),
39.4 (C3), 38.8 (C2Butanoyl), 20.9, 20.6, 20.4, 20.4 (4x CHsAcetyl), 19.4
(C3Butanoyl), 14.9 (C4Butanoyl). IR vicm™: 3360, 2962, 1737, 1656, 1537, 1439,
1369, 1218, 1129, 1034, 753, 692, 603. HRMS (FAB) ber.: 611.2036 [M],
gef.: 611.2031.

Synthese von Thiophenyl-(Methyl-5- N-Pentanoyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-
Didesoxy- a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 119

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13 durchgefihrt.
Dazu wurde 2.20 g (3.77 mmol) Thioglycosid 115 in 22 mL Methanol gel6st und mit
2.20 mL (3.26 g, 33.9 mmol) Methansulfonsdure versetzt. Nach Bildung des freien
Amins wurden 0.040 mL (0.038 mg, 6.79 mmol) Valeriansaureanhydrid zugesetzt.
Die Acetylierung erfolgte mit 5.40 mL (5.83 g, 57.0 mmol) Essigsaureanhydrid in
11 mL Pyridin. Der Abbruch erfolgte durch Zugabe von 3 mL Methanol.
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Ausbeute: 2.24 g (3.58 mmol, 95%) eines farblosen 1
AcO9 80Ac COOMe
Sirups; Summenformel:  CyH3gNO1,S; Molgewicht: AcO/i_.i7 6 02 <
5
625.68 g/mol, DC: Rt -Wert (EE): 0.28; Oy Naco4 3
Anomerenverhaltnis: o-anomerenrein; Drehwert: E
119

[a]p®° = - 22 °(c = 0.90, CHCI 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, Cg¢D¢): 7.54 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2H, Homo), 7.18 (dd,
3Jun = 8.3 Hz, *Juy = 8.0 Hz, 2H, Hmeta), 7.11 (d, *Jun = 8.0 Hz,1H, Hpara), 5.55 (ddd,
30 =7.2Hz, 334y =5.8Hz, %Iy =2.6Hz, 1H, H8), 5.45 (dd, 3Juy=7.2 Hz,
3Jun = 2.3 Hz, 1H, H7), 4.92 (ddd, 3Jun = 12.1 Hz, 334y = 10.6 Hz, 3Jpn = 4.7 Hz, 1H,
H4), 4.60 (dd, 2Jun = 12.5 Hz, 3Juy = 2.6 Hz, 1H, H9), 4.54 (dd, %Juy = 12.4 Hz,
3Jun = 5.8 Hz, 1H, H9), 4.32 (dd, 3Ju = 10.8 Hz, 3J4y = 10.6 Hz, 1H, H5), 4.12 (dd,
3Jun = 10.8 Hz, 34y = 2.3 Hz, 1H, H6), 3.33 (s, 3H, OCHs), 2.84 (dd, 2Juy = 12.8 Hz,
3Jun = 4.7 Hz, 1H, H3e), 2.15 (dd, 3Jup = 12.8 Hz, 3Juy = 12.1 Hz, 1H, H3y,), 2.07-
2.05 (m, 2H CH,Pentanoyl), 1.99, 1.84, 1.77, 1.70 (4x s, 4x 3H, 4x CH3Acetyl), 1.47-
1.38 (m, 2H, CHjPentanoyl), 1.14-1.05 (m, 2H, CH,Pentanoyl), 0.69 (dd,
33un = 7.1 Hz, 3Jpn = 7.1 Hz, 3H, CHsPentanoyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, CgDe):
175.0 (C1), 137.9 (Cortho), 131.2 (Crneta), 129.8 (Cpara), 76.1 (C6), 72.0 (C8), 70.8 (C4),
68.7 (C7), 62.4 (C9), 52.2 (OCHs), 49.8 (C5), 39.6 (C3), 38.5 (C2Pentanoyl), 21.7,
21.2, 20.8, 20.7 (4x CHsAcetyl), 19.1 (C3Pentanoyl), 14.9 (C4Pentanoyl), 13.1
(C5Pentanoyl). IR viem™: 3201, 3043, 2959, 1726, 1651, 1430, 1367, 1215, 1033,
751. MS (FAB) ber.: 626.1 [M+H]*, gef.: 626.2.

Synthese von Cyclopropylcarbonsaureanhydrid

Zu einer Emulsion aus 416 mg (1.29 mmol) TBA-Br, 2.5 mL 20%-iger NaOH und
10 mL Dichlormethan wurde bei -10 € eine Losung aus 1.16 mL (1.34 g, 12.8 mmol)
Cyclopropylcarbonsaurechlorid  und 10 mL  Dichlormethan getropft. Das
Reaktionsgemisch wurde anschlieBend fur 2 Stunden bei -10 C gerthrt. Die
organische Phase wurde abgetrennt, zweimal mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lsg. und anschlielBend zweimal mit Wasser gewaschen.

Nach Trocknung Gber Natriumsulfat wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
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o) o)
Ausbeute: 767 mg (4.98 mmol, 39%) eines farblosen Sirups;

2 2
Summenformel: CgH;1003; Molgewicht: 154.16 g/mol. t ot

3 3 3 3

'H-NMR 8/ppm (400 MHz, CDCl3): 1.32-1.26 (m, 2H, 2x H2), 0.91-0.87 (m, 4H, 2x
H3), 0.45-0.40 (m, 4H, 2x H3). *C-NMR &/ppm (101 MHz, CDCl3): 170.6 (2x C1),
14.0 (2x C2), 9.8 (4x C3).

Synthese von Thiophenyl-(Methyl-5- N-Cyclopropylcarbonyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-
3,5-Didesoxy- a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 120

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13 durchgefuhrt.
Dazu wurde 1.00 g (1.73 mmol) Thioglycosid 115 in 10 mL Methanol gel6st und mit
1.00 mL (1.48 g, 15.4 mmol) Methansulfonsaure versetzt. Nach Bildung des freien
Amins wurden 479 mg (3.11 mmol) Cyclopropylcarbonséaureanhydrid zugesetzt. Die
Acetylierung erfolgte mit 2.00 mL (2.16 g, 21.0 mmol) Essigsaureanhydrid in 12 mL
Pyridin. Der Abbruch erfolgte durch Zugabe von 3 mL Methanol.

Ausbeute: 305 mg (0.500 mmol, 29%) eines farblosen 1
Sirups; Summenformel: CygH3sNO1,S; Molgewicht: ACSC?)?(?A% ZCOOME
609.64 g/mol; DC: Rt -Wert EE): 0.28; Hs/ 2/ S
gmo rovver (EE) Oy Naco 4 3
Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein;  Drehwert: Z
120

[a]o® = + 37 °(c = 1.0, CHCl 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, C¢D¢): 7.61 (dd, *Jun = 8.2 Hz, *Jun = 1.2 Hz, 1H, Horno),
7.28-7.17 (M, 2H, Hmeta), 7.15-7.06 (M, 1H, Hpara), 5.65-5.60 (m, 1H, H8), 5.50 (dd,
30 =7.0Hz, 3J4n=2.3Hz, 1H, H7), 4.92-489 (m, 1H, H4), 4.73 (dd,
2Jun = 12.1 Hz, 3Jpyn = 2.8 Hz, 1H, H9), 4.43 (dd, %Jun = 12.1 Hz, 334 = 5.8 Hz, 1H,
H9), 4.38-4.33 (m, 1H, H5), 3.95 (dd, *Juy = 10.6 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H, H6), 3.23 (s,
3H, OCHs), 2.96 (dd, 2Juy = 12.6 Hz, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, H3.y), 2.06-2.01 (m, 1H,
H3.), 1.96, 1.93, 1.78, 1.55 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl), 1.54-1.48 (m, 1H,
CHCyclopropylcarbonyl), 0.93-0.89 (m, 2H, CH,Cyclopropylcarbonyl), 0.48-0.43 (m,
2H, CH,Cyclopropylcarbonyl). *3C-NMR &/ppm (101 MHz, C¢D¢): 165.8 (C1), 137.6
(Cortho), 129.9 (Cmeta), 129.4 (Cpara), 90.3 (C2), 76.5 (C6), 71.0 (C8), 69.8 (C4), 68.8
(C7), 63.1 (C9), 52.2 (OCHs), 49.0 (C5), 39.8 (C3), 21.0, 20.9, 20.8, 20.6 (4x
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CHsAcetyl), 14.3 (CHCyclopropylcarbonyl), 10.8, 10.1 (2x CH,Cyclopropylcarbonyl).
IR vicm™: 3373, 2950, 1692, 1655, 1498, 1463, 1372, 1201, 1154, 1048, 751, 675,
574. MS (FAB) ber.: 609.2 [M], gef.: 609.4.

Synthese von Methyl-5- N-Propanoyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-Didesoxy- [3-D-
Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 121

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14 durchgefuhrt.
Es wurden 292 mg (0.490 mmol) Thiophenyl-(Methyl-5-N-Propanoyl-4,7,8,9-Tetra-
OAc-3,5-Didesoxy-a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 117 in 10 mL
Aceton und 0.7 mL Wasser geldst und mit 209 mg (1.17 mmol) NBS versetzt.

Ausbeute: 38 mg (0.076 mmol, 15%) eines farblosen

, , AcO9 8,0Ac OH
Sirups; Summenformel: C21H31NOq3;  Molgewicht: 7 6
AcOr 0-/~Ccoome
505.47 g/mol; DC: Ri-Wert  (EE): 0.40; N5 1
AcO 4 3
Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein;  Drehwert: r 121

[a]p® = - 23 °(c = 1.0, CHClI 5).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, C¢Dg): 5.72 (dd, 3Jun = 3.8 Hz, 3Juy = 2.4 Hz, 1H, H7),
5.62 (ddd, 3Juu=8.1Hz, 34y =3.8Hz, 3Juy=2.3Hz, 1H, H8), 5.32 (ddd,
3Jun = 10.4 Hz, 33y = 10.4 Hz, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H4), 4.60 (ddd, 3Juy = 10.5 Hz,
3Jun = 10.4 Hz, Juy = 10.4 Hz, 1H, H5), 4.40 (dd, 3Jun = 10.5 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H,
H6), 4.25 (dd, 2Jun = 12.2 Hz, 3Jun = 8.1 Hz, 1H, H9), 3.32 (s, 3H, OCHjy), 2.27-2.21
(m, 2H, H34/H3¢), 2.01-1.84 (m, 2H, CH,Propanoyl); 1.94, 1.88, 1.71, 1.62 (4x s, 4x
3H, 4x CHsAcetyl) 1.08 (dd, 3Juy=7.6 Hz, 3Juy=7.6 Hz, 3H, CHsPropanoyl).
13C-NMR &/ppm (101 MHz, C¢Dg): 95.7 (C2), 73.5 (C8), 72.6 (C6), 69.7 (C4), 69.0
(C7), 63.5 (C9), 53.1 (OCH3), 49.7 (C5), 37.1 (C3), 30.0 (C2Propanoyl), 21.1, 20.9,
20.7, 20.7 (4x CHsAcetyl), 10.1 (C3Propanoyl). IR v/icm™: 3353, 2960, 1738, 1656,
1536, 1369, 1214, 1032, 603. HRMS (FAB) ber.: 506.1868 [M+H]"*, gef.: 506.1896.
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Synthese von Methyl-5- N-Butanoyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-Didesoxy- B-D-
Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 122

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14 durchgefuhrt.
Es wurden 170 mg (0.280 mmol) Thiophenyl-(Methyl-5-N-Butanoyl-4,7,8,9-Tetra-
OAc-3,5-Didesoxy-a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 118  in 6.5 mL
Aceton und 0.35 mL Wasser geldst und mit 128 mg (0.720 mmol) NBS versetzt.

Ausbeute: 91 mg (0.18 mmol, 64%) eines farblosen

, AcO9 80Ac OH
Feststoffes; Summenformel: C,,H33NO13; Molgewicht: AcONT_6
COOM
519.50 g/mol; DC: R;-Wert (PE:EE 2:1): 0.09; o H5 2 1 ©
AcO 4 3
Schmelzpunkt: 72 C; Anomerenverhaltnis: 7:‘ 199

B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®®=-29° (c=1.0,
CHCly).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, C¢Dg): 5.66 (dd, *Jun = 4.3 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H, H7),
5.61 (ddd, 3Jun = 7.9 Hz, 3Jun = 4.3 Hz, 3Juy = 2.0 Hz, 1H, H8), 5.40-4.25 (m, 1H,
H4), 5.03 (dd, 2Juy=11.9 Hz, 3J4y = 2.0 Hz, 1H, H9), 4.58 (ddd, Jun = 10.6 Hz,
3Jun = 10.2 Hz, *Juy = 10.2 Hz, 1H, H5), 4.32 (dd, 3Jun = 10.6 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 1H,
H6), 4.24 (dd, 2Jun = 11.9 Hz, 3Jun = 7.9 Hz, 1H, H9), 3.29 (s, 3H, OCHjs), 2.25-2.20
(m, 2H, H34/H3ey), 1.92, 1.87, 1.70, 1.63 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl), 1.92-1.79 (m,
2H, CH,Butanoyl), 1.65-1.58 (m, 2H, CH,Butanoyl), 0.83 (dd, 3Juy=7.6 Hz,
3Jun = 7.6 Hz, 3H, CHzButanoyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, CgDs): 95.7 (C2), 73.4
(C6), 72.5 (C8), 69.8 (C4), 69.0 (C7), 63.7 (C9), 53.2 (OCHa), 49.7 (C5), 38.9 (C3),
37.2 (C2Butanoyl), 21.2, 21.0, 20.9, 20.8 (4x CHsAcetyl), 19.5 (C3Butanoyl), 14.3
(CHsButanoyl). IR v/icm™: 2958, 2924, 1737, 1655, 1370, 1211, 1033, 603.
MS (FAB) ber.: 519.2 [M+H]", gef.: 520.2.

Synthese von Methyl-5- N-Pentanoyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-Didesoxy- (B-D-
Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 123

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14 durchgefuhrt.
Es wurden 2.35mg (3.76 mmol) Thiophenyl-(Methyl-5-N-Pentanoyl-4,7,8,9-Tetra-
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OAc-3,5-Didesoxy-a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 119 in 40 mL
Aceton und 2 mL Wasser gel6st und mit 1.75 g (9.78 mmol) NBS versetzt.

Ausbeute: 611 mg (1.10 mmol, 30%) eines farblosen

AcO9 80Ac OH
Feststoffes; Summenformel: C2sH3sNO1s; Ao \7_6
Molgewicht: 533.53 g/mol; DC: R;-Wert (EE): 0.34; o gl GOOMe
olgewicht: .53 g/mol, . R¢-Wert (EE): 0.34; o NZT . A
Schmelzpunkt: 94 <C; Anomerenverhaltnis: E
B-anomerenrein; Drehwert: [0]p®=-17° (c=1.2, 123

CHCly).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, C¢Dg): 5.81 (dd, *Jun = 4.7 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H, H7),
5.61 (ddd, Jun = 7.7 Hz, 3Jun = 4.7 Hz, 3Jun = 1.9 Hz, 1H, H8), 5.47-5.44 (m, 1H,
H4), 5.08 (dd, “Jun = 11.9 Hz, 33y = 1.9 Hz, 1H, H9), 4.93 (d, 3Jun = 10.1 Hz, 1H,
NH), 4.51 (ddd, 3Jun = 10.7 Hz, 3Jun = 10.1 Hz, 3J4y = 10.1 Hz, 1H, H5), 4.47 (dd,
33un = 10.7 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 1H, H6), 4.28 (dd, %Iy = 11.9 Hz, 3Juy = 7.7 Hz, 1H,
H9), 3.40 (s, 3H, OCHas), 2.34-2.27 (m, 2H, H34/H3e), 2.13-2.02 (m, 2H,
CHyPentanoyl), 1.97, 1.92, 1.73, 1.71 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl), 1.61-1.55 (m, 2H,
CH,Pentanoyl), 1.24-1.20 (m, 2H, CH,Pentanoyl), 0.82 (dd, 3Juy=7.8 Hz,
3Jun = 7.8 Hz, 3H, CHsPentanoyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, C¢Dg): 95.2 (C2), 72.9
(C6), 71.9 (C8), 69.7 (C4), 68.5 (C7), 63.6 (C9), 53.4 (OCHa), 49.4 (C5), 38.7 (C3),
37.3 (C2Pentanoyl), 21.4, 21.0, 20.8, 20.6 (4x CHsAcetyl), 19.4 (C3Pentanoyl), 14.6
(C4Pentanoyl), 12.7 (CHsPentanoyl). IR vicm™: 3360, 2964, 1735, 1655, 1374, 1211,
1152, 1033. MS (FAB) ber.: 534.2 [M+H]", gef.: 534.2.

Synthese von Methyl-5- N-Cyclopropylcarbonyl-4,7,8,9-Tetra- OAc-3,5-Didesoxy-

B-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 124

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14 durchgefuhrt.
Es wurden 453 mg (0.740 mmol) Thiophenyl-(Methyl-5-N-Cyclopropylcarbonyl-
4,7,8,9-Tetra-OAc-3,5-Didesoxy-a-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat) 120 in
2 mL Aceton und 0.1 mL Wasser gel6st und mit 0.340 mg (1.92 mmol) NBS versetzt.
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Ausbeute: 259 mg (0.250 mmol, 34%) eines farblosen ,.59 g0Ac OH

: . . . : . 'W\7 6 2
Sirups; Summenformel: C22H31NOq3;  Molgewicht: AcO /0 CiOOMe
517.48 g/mol, DC: R¢ -Wert (EE): 0.25; O Naco 4 3
Anomerenverhaltnis: [3-anomerenrein; Drehwert: Z 124

[a]p®° = - 13 °(c = 1.0, CHCl 3).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, C¢Dg): 5.68 (dd, *Jun = 3.4 Hz, 3Juy = 2.8 Hz, 1H, H7),
5.60 (ddd, 3Juu=8.1Hz, 3J4y=3.4Hz, 3J4y=2.8Hz, 1H, H8), 5.32 (ddd,
3Jun = 10.3 Hz, 3Jpy = 10.3 Hz, 334y = 6.7 Hz, 1H, H4), 5.20 (d, 3Jun = 10.3 Hz, 1H,
NH), 5.11-5.09 (m, 1H, H9), 4.64 (ddd, 3Juny=10.7Hz, 3J4u=10.3 Hz,
3Jun = 10.3 Hz, 1H, H5), 4.40 (dd, 3Juy = 10.7 Hz, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H6), 4.25 (dd,
2Jun = 12.6 Hz, 3Jyy =8.1 Hz, 1H, H9), 3.28 (s, 3H, OCHj), 2.24-2.20 (m, 2H,
H3a/H3eq), 1.94, 1.88, 1.71, 1.62 (4x s, 4x 3H, 4x CHsAcetyl), 1.52-1.43 (m, 1H,
CHCyclopropylcarbonyl), 0.73-0.58 (m, 4H, CH,Cyclopropylcarbonyl. *C-NMR &/ppm
(101 MHz, CgDs): 98.1 (C2), 76.4 (C8), 74.2 (C6), 70.8 (C4), 69.7 (C7), 64.8 (C9),
55.4 (OCHa), 50.7 (C5), 36.9 (C3), 20.6, 20.4, 20.5, 19.8 (4x CHsAcetyl), 15.7
(CHCyclopropylcarbonyl), 11.9, 10.7 (2x CH,Cyclopropylcarbonyl). IR vicm™: 2987,
1865, 1728, 1635, 1398, 1104, 1203, 1182, 1033, 1048, 754, 684, 570.
MS (FAB) ber.: 517.2 [M], gef.: 517.1.
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8.2.4 Synthese der Nucleosid Diphosphat Pyranosen

Anmerkung: Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen wiesen haufig den Verlust
der Triethylammonium-Gegenionen auf, weshalb davon ausgegangen wird, dass ein
Austausch gegen Alkalimetall-Gegenionen oder Protonen stattgefunden hat. Aus
diesem Grund wird sich im weiteren Verlauf lediglich auf die Darstellung der Anionen
beschrankt. Die Ausbeuten berechnen sich nach den im 'H-NMR sichtbaren

Gegenionen bzw. einen Austausch gegen Protonen.

8.2.4.1 Synthese der unmodifizierten NDP-Pyranosen

Synthese von UDP-a-D-Glucose 1

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefihrt.
Es wurden 134mg (0.372mmol) a-D-Glucopyranosyl-Phosphat, 100 mg
(0.193 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3-OAc-Uridinmonophosphat 50 und 6 mL DMF

verwendet. Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden.

Ausbeute: 78 mg (0.14 mmol, 75%) eines

farblosen Feststoffes; Summenformel:
4

C1sH25N2017P57; Molgewicht:  Ho
564.29 g/mol: DC: R -Wert ' ©
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg. (1M),
2:1): 0.27; Anomerenverhaltnis:
o-anomerenrein; Drehwert:

[a]p® =- 7.2 °(c = 0.30, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 7.98 (d, *Juy = 8.1 Hz, 1H, H6gase), 6.01-5.98 (m,
2H, H5gase, H1"), 5.63 (dd, Jup = 7.2 Hz, %3y = 3.3 Hz, 1H, H1), 4.40-4.39 (m, 2H,
H2’, H3), 4.31-4.30 (m, 1H, H4"), 4.27-4.21 (m, 2H, H5’), 3.93-3.90 (m, 1H, H5), 3.87
(d, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, H3), 3.82-3.77 (m, 2H, H4, H6), 3.56 (dd, 3Juy = 3.3 Hz,
3Jun = 2.6 Hz, 1H, H2), 3.49 (d, 3Juy = 9.6 Hz, 1H, H6). **C-NMR &/ppm (101 MHz,
D,0): 162.4 (C4gase), 152.1 (C2gase), 141.7 (Cbgase), 102.8 (Cbgase), 95.7 (d,
?Jcp=6.4Hz, C1), 88.6 (Cl), 83.4 (C3), 83.3 (C2), 73.9 (C3), 73.0 (d,
3Jcp = 7.7Hz, C4), 71.7 (d, *Jcp = 9.0 Hz, C2), 69.8 (C5), 69.4 (C4), 65.1 (d,
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2Jep = 5.3 Hz, C5), 60.5 (C6). *P-NMR &/ppm (162 MHz, D,O): -11.23 (d,
2Jpp =19.7 Hz, Pp), - 12.88 (d, 2Jpp = 19.7 Hz, P,). IR vicm™: 3328, 2964, 2388,
1624, 1214, 1157, 964, 813, 706, 588. HRMS (ESI") ber.: 565.0477 [M+H]",
gef.: 565.0437.

Synthese von CDP-a-D-Glucose 125
Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefihrt,
allerdings wurden 2.9 Ag. anstatt 2.0 Ag. des Pyranosylphosphates eingesetzt. Es
wurden 70 mg (0.27 mmol) a-D-Glucopyranosyl-Phosphat, 55 mg (0.093 mmol)
5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-OAc-Cytidinmonophosphat 51 und 4 mL DMF verwendet.
Die Reaktionszeit betrug 24 Stunden.

Ausbeute: 52.0mg (0.070 mmol, 75%)
eines farblosen Feststoffes;
Summenformel; C1sH23N3016P2%  Ho
Molgewicht: 563.30 g/mol; DC R;-Wert o
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg. (1M),

2:1): 0.17; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein; Drehwert: [0]p?°=-15°
(c = 0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 8.13 (d, 3Jun = 7.9 Hz, 1H, H6gase), 6.28-6.27 (m,
1H, H5gase), 5.98 (d, *Jun = 3.6 Hz, 1H, H1"), 5.61 (dd, 3Jup = 6.9 Hz, 3Juy = 3.0 Hz,
1H, H1), 4.38-4.30 (m, 4H, H2’, H3’, H4’, H5"), 4.23-4.20 (m, 1H, H5’), 3.91-3.87 (m,
1H, H5), 3.85 (d, Jun = 2.3 Hz, 1H, H3), 3.80-3.76 (m, 2H, H4, H6), 3.54 (ddd,
*Jup = 9.6 Hz, 3Juy = 3.0 Hz, 3Juy = 2.3 Hz, 1H, H2), 3.47 (d, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H6).
3C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 163.5 (C4gase), 142.6 (C2gase), 96.2 (CBpase), 89.3
(C5gase), 83.0 (d, “Jcp = 9.1 Hz, C1), 76.5 (C5), 75.3 (C3), 74.3 (C1), 73.6 (d,
3Jcp = 8.3 Hz, C4'), 69.5(C3’, C4), 69.3 (d, 3Jcp = 8.1 Hz, C2), 64.7 (d, 2Jcp = 5.6 Hz,
C5), 60.8 (C6), 46.7 (C2). *P-NMR &/ppm (162 MHz, D,O): -12.42 (d,
?Jpp = 20.9 Hz, Pg), - 14.00 (d, *Jpp =20.9 Hz, P,). IR vicm™: 3430, 2924, 2348,
1654, 1240, 1153, 984, 807, 746, 640. HRMS (ESI") ber.: 564.0637 [M+H]",
gef.: 564.0637.
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Synthese von CDP-a-D-Galactose 127

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 146 mg (0.283 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactopyranosyl-
Phosphat 724, 80 mg (0.14 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3-OAc-
Cytidinmonophosphat 51 und 5 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
16 Stunden.

Ausbeute: 57 mg (0.10 mmol, 72%) eines
farblosen  Feststoffes;  Summenformel:
C15H23N3016P-%; Molgewicht: 563.30 g/mol;
DC: R¢-Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat-
Lsg. (1M), 2:1): 0.19; Anomerenverhéltnis:
a-anomerenrein; Drehwert: [a]p°=+7.6°
(c =0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 7.86 (d, 3Jun=7.9Hz, 1H, H6gase), 6.02 (d,
3341 = 7.9 Hz, 1H, H5gase), 5.85 (d, *Jun = 4.4 Hz, 1H, H1'), 5.35 (dd, %Jup = 6.9 Hz,
3341 = 3.5 Hz, 1H, H1), 4.23-4.21 (m, 1H, H3'), 4.19-4.17 (m. 1H, H2"), 4.17-4.14 (m,
2H, H4’, H5'), 4.09-4.05 (m, 1H, H5’), 3.76-3.61 (m, 4H, H3, H5, H6), 3.41-3.39 (m,
1H, H2), 3.35-3.31 (m, 1H, H4). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 165.2 (C2gase),
156.6 (Cdpase), 141.6 (C2gase), 96.4 (C6gase), 94.6 (d, *Jcp = 5.5 Hz, C1), 89.2 (C1),
82.6 (d, 3Jcp = 9.2 Hz, C4"), 72.7 (d, %Jcp = 5.2 Hz, C2), 72.6 (C5), 72.3 (C3), 74.2
(C2'), 69.2 (C4), 69.1 (C3"), 64.5 (d, 2Jcp = 4.6 Hz, C5), 60.3 (C6). **P-NMR &/ppm
(162 MHz, D,0): -11.18 (d, ?Jpp = 13.6 Hz, Pg), -12.80 (d, 2Jpp = 13.6 Hz, Py).
IR vicm™: 3218, 1648, 1422, 1231, 1077, 1035, 915, 861, 713, 601, 498.
MS (FAB) ber.: 564.1 [M+H]", gef.: 564.3.
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Synthese von ADP-a-D-Glucose 130

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 200mg (0.550 mmol) a-D-Glucopyranosyl-Phosphat, 168 mg
(0.282 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N°Ac-2’,3-OAc-Adenosinmonophosphat 52 und 6 mL

DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden.

Ausbeute: 170 mg (0.223 mmol, 78%)
eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: Ci16H23Ns5015P2%; 4
Molgewicht:  587.33 g/mol; DC: R;- HO
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat-
Lsg. (am), 2:1): 0.47;

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein;
Drehwert:  [a]p?®=+22° (c=0.10,
H.0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.51 (s, 1H, H8gase), 8.23 (S, 1H, H2gase), 6.13 (d,
3Jun = 5.5 Hz, 1H, H1'), 5.63 (dd, 3Jup = 4.1 Hz, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, H1), 4.57-4.51 (m,
1H, H2'), 4.43-4.41 (m, 2H, H3', H5'), 4.27-4.16 (m, 3H, H4’, H5’, H6), 3.80-3.75 (m,
3H, H3, H5, H6), 3.50-3.45 (m, 2H, H2, H4). **C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 154.5
(C6gase), 151.4 (C2gase), 148.8 (Clgase), 147.5 (CBgase), 118.5 (C8gase), 95.6 (d,
2Jcp = 6.4 Hz, C1), 87.1 (C1"), 84.0 (d, *Jcp = 8.6 Hz C4'), 74.4 (C3'), 73.8 (C2'), 72.8
(C4), 71.7 (d, ®Jcp = 8.6 Hz, C2), 70.4 (C3), 69.2 (C5), 65.2 (d, “Jcp = 5.5 Hz, C5"),
61.5 (C6). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.18 (d, 2Jpp = 17.2 Hz, Pp), - 12.88
(d, 2Jpp = 17.2 Hz, Py). IR vicm™: 3421, 2679, 2492, 1686, 1654, 1608, 1477, 1243,
1081, 925, 815, 719, 503. HRMS (ESI*) ber.: 588.0750 [M+H]", gef.: 588.0747.
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Synthese von ADP-B-D-Glucose 131

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefihrt,
allerdings wurden 3.5 Ag. anstatt 2.0 Ag. des Pyranosylphosphates eingesetzt. Es
wurden 150 mg (0.356 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Glucopyranosyl-Phosphat 71g,
60 mg (0.10 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N°Ac-2’,3-OAc-Adenosinmonophosphat 52 und
5 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 20 Stunden.

Ausbeute: 65 mg (0.09 mmol, 88%)

eines farblosen Feststoffes;

Summenformel: C16H23N5015P5%;

Molgewicht: 587.33 g/mol; DC: Rg- 4 6" o (Ii I
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat- HS(%/O/(');O/ Lo
Lsg. (1M), 2:1): 3 .

0.48; Anomerenverhaltnis: 131

B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®° = - 16 °
(c = 0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.57 (s, 1H, H8gase), 8.28 (S, 1H, H2gase), 6.14 (d,
3Jun = 5.8 Hz, 1H, H1'), 5.01 (dd, 3Jup = 7.5 Hz, 3Juny = 7.5 Hz, 1H, H1), 4.52 (d,
3Jun = 5.0 Hz, 1H, H2), 4.40 (s, 1H, H3'), 4.25-4.22 (m, 2H, H4’, H6), 3.88 (dd,
2Jun = 12.6 Hz, 3Jpp = 10.5 Hz, 1H, H5"), 3.67 (dd, 2Jun = 12.6 Hz, 3Jup = 12.3 Hz,
1H, H5'), 3.49-3.46 (m, 3H, H2, H4, H6), 3.37-3.34 (m, 2H, H3, H5). **C-NMR &/ppm
(101 MHz, D,0): 154.5 (C2gase), 151.4 (Cbgase), 148.8 (C4gase), 147.5 (C8gase), 129.8
(C5gase), 97.9 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, C1), 87.0 (C1’), 84.0 (d, *Jcp = 8.6 Hz C4"), 76.5 (C4),
75.2 (C5), 74.4 (C2), 73.6 (C3), 70.4 (d, *Jcp = 8.6 Hz, C2), 69.4 (C3), 65.2 (d,
2Jcp =5.5Hz, C5), 61.5 (C6). *P-NMR &/ppm (162 MHz, D,O): -11.75 (d,
?Jpp = 16.9 Hz, Pp), - 10.56 (d, “Jpp = 16.9 Hz, Py). IR vicm™: 3408, 2679, 2492,
1654, 1607, 1478, 1422, 1242, 1081, 925, 816, 719, 504. HRMS (ESI")
ber.: 588.0750 [M+H]", gef.: 588.0734.
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Synthese von ADP- a-D-Galactose 132

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 146mg (0.281 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-a-D-Galactopyranosyl-
Phosphat 724, 80 mg (0.14 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N°Ac-2’,3'-OAc-
Adenosinmonophosphat 52 und 5 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
26 Stunden.

Ausbeute: 53 mg (0.063 mmol, 68%)
eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: C16H23N5015P,%;
Molgewicht:  587.33 g/mol; DC: Rs-
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat-
Lsg. (am), 2:1): 0.22;

Anomerenverhaltnis: a-anomerenrein;

Drehwert: [a]p?° =+ 0.1 °(c = 1.1, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.38 (s, 1H, H8gase), 8.13 (S, 1H, H2gase), 6.05 (d,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H1'), 5.49 (dd, 3Jup = 7.0 Hz, 334 = 3.3 Hz, 1H, H1), 4.70-4.67 (m,
1H, H2), 4.46 (dd, 3Jun = 5.3 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H3"), 4.32-4.29 (m, 1H, H4),
4.15-4.13 (m, 2H, H5’), 3.78-3.62 (m, 4H, H3, H5, H6), 3.43-3.40 (m, 1H, H2), 3.34
(dd, 3Jun = 10.6 Hz, 3Jun = 9.6 Hz, 1H, H4). **C-NMR &/ppm (101 MHz, D,O): 152.6
(C2Base), 151.5 (C6gase), 148.1 (C4gase), 140.8 (C8gase), 120.2 (CSgase), 95.6 (d,
2Jep = 8.8 Hz, C1), 87.1 (C1), 84.0 (d, *Jcp = 9.5 Hz, C4"), 74.4 (C2'), 72.9 (C3/C5),
72.8 (C3/C5), 71.7 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C2), 70.4 (C3'), 65.3 (d, Jcp = 6.6 Hz, C5"),
60.4 (C6), 69.2 (C4). *P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): -11.26 (d, 2Jpp = 21.7 Hz, Pp),
-12.80 (d, 2Jpp = 21.7 Hz, Py). IR vicm™: 3183, 2130, 1645, 1605, 1477, 1421, 1334,
1230, 1076, 1034, 915, 819, 719, 637, 500. MS (ESI") ber.: 588.1 [M+H]",
gef.: 588.3.
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Synthese von ADP- (3-D-Galactose 133

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 190mg (0.364 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Galactopyranosyl-
Phosphat 72, 104 mg (0.182 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N°Ac-2’,3'-OAc-
Adenosinmonophosphat 52 und 5 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
26 Stunden.

Ausbeute: 99 mg (0.26 mmol, 74%)

eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: C16H23N5015P,%;
OH
Molgewicht: 587.33 g/mol; DC: R;- s OH ? 9
i i 4 © /P P<
Wert  (isoPropanol/Ammoniumacetat- |, \ 3 o7 1Ny 10
2
Lsg. (1M), 2:1): 0.46; 3 2oL ®

Anomerenverhaltnis:  [3-anomerenrein;
Drehwert:  [0]p®=-0.3° (c=1.1,
H,0).

133

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.41 (s, 1H, H8gase), 8.15 (S, 1H, H2gase), 6.05 (d,
3Jun = 6.0 Hz, 1H, H1"), 4.93 (dd, *Jup = 5.0 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, H1), 4.71-4.69 (m,
1H, H2), 4.45 (dd, 3Jun = 5.0 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, H3"), 4.32-4.30 (m, 1H, H4),
415 (dd, %Jup=5.3Hz, 3J4y=3.5Hz, 2H, H5), 3.80 (dd, 2Juy=12.6 Hz,
3Jun = 2.3 Hz, 1H, HB6), 3.59 (dd, 2Juy = 12.6 Hz, 3Juy = 6.0 Hz, 1H, H6), 3.47-3.38
(m, 2H, H5, H4), 3.31-3.26 (m, 2H, H3, H2). **C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 155.6
(C28ase), 152.8 (C6gase), 149.2 (Cdpase), 139.5 (C8gase), 118.7 (CSgase), 97.9 (d,
2Jep = 6.2 Hz, C1), 86.9 (C1"), 76.5 (C3'), 75.3 (C4), 74.4 (C2"), 73.7 (d, *Jcp = 7.7 Hz
C4), 73.6 (d, %Jcp = 8.5 Hz, C2), 70.5 (C3), 69.5 (C5), 65.3 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, C5),
60.8 (C6). **P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.23 (d, “Jpp = 21.8 Hz, Pp), - 12.91
(d, 2Jpp = 21.8 Hz, Py). IR vicm™: 3186, 1644, 1478, 1232, 1055, 941, 820, 716, 638,
507. MS (ESI*) ber.: 588.1 [M+H]", gef.: 588.3.
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Synthese von ADP-a-D-Mannose 134

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 160 mg (0.303 mmol) a-D-Mannopyranosyl-Phosphat 734, 92 mg
(0.15 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N®Ac-2’,3'-OAc-Adenosinmonophosphat 52 und 5 mL

DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 19 Stunden.

Ausbeute: 78 mg (0.13 mmol, 87%)
eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: C16H23N5015P,%;
Molgewicht:  587.33 g/mol; DC: Rs-
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat-
Lsg. (am), 2:1): 0.43;
Anomerenverhdltnis:  a-anomerenrein;
Drehwert: [a]p?® =+ 32.0° (c =0.10,
H,0).

'H-NMR 5/ppm (400 MHz, D,0): 8.54 (s, 1H, H8gase), 8.28 (S, 1H, H2gase), 6.16 (d,
3Jun = 5.9 Hz, 1H, H1’), 5.54 (d, %J4p = 6.8 Hz, 1H, H1), 4.55 (dd, 3Jun = 5.0 Hz,
3Jun = 3.4 Hz, 1H, H2)), 4.43-4.42 (m, 1H, H3'), 4.26-4.24 (m, 2H, H4', H5'), 4.07-
4.06 (m, 1H, H5'), 3.94 (dd, ®Jun = 9.8 Hz, “Jun = 3.4 Hz, 1H, H6), 3.90-3.87 (m, 2H,
H3, H6), 3.80-3-65 (m 3H, H2, H4, H5). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,O): 156.6
(CBgase), 152.8 (C2gase), 106.6 (C8gase), 96.5 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, C1), 86.9 (C1’), 83.9
(d, 3Jep = 9.1 Hz C4), 74.3 (C3"), 73.7 (C2"), 70.4 (d, %Jcp = 5.5 Hz, C2), 70.3 (C3),
69.9 (C5), 66.5 (C4), 65.3 (d, %Jcp = 5.4 Hz, C5'), 60.8 (C6). **P-NMR &/ppm
(162 MHz, D,0): -11.40 (d, 2Jpp = 13.4 Hz, Pg), -13.76 (d, 2Jpp = 13.4 Hz, Py).
IR v/em™: 3398, 2938, 2679, 2492, 1686, 1508, 1477, 1421, 1242, 1083, 924, 818,
720, 504. HRMS (ESI") ber.: 589.0822 [M+2H]*, gef.: 589.0839.

- 207 -



- Experimenteller Teill -

8.2.4.2 Synthese der NDP-Pyranosen mit modifizierte  n Nucleosiden

Synthese von d4T-DP-a-D-Glucose 135

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefihrt.
Es wurden 95.0 mg (0.37 mmol) a-D-Glucopyranosyl-Phosphat, 80 mg (0.18 mmol)
5-5-Nitro-cycloSal-3’-Desoxy-2’,3’-Didehydro-Thymidinmonophosphat 58 und 5 mL
DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden.

Ausbeute: 78 mg (0.14 mmol, 78%) eines

farblosen Feststoffes; Summenformel: OH i
C16H22N»015P-%; Molgewicht: 544.30 g/mol; HOON % o o o | 4;N£
DC: R;-Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat- " 3 2OH 1/'%\ /'||D|\o N0
Lsg. (1M), 2:1): 0.43; Anomerenverhaltnis: ° o’ % " 5';0; .
a-anomerenrein; Drehwert: [o]p® =-12° 135 3 e '

(c =0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 7.62 (d, “Jun = 1.1 Hz, 1H, H6gase), 6.99-6.97 (m,
1H, H3), 6.54-6.52 (m, 1H, H2)), 5.97 (m, 1H, H1’), 5.59 (dd, *Jup = 7.3 Hz,
3341 = 3.5 Hz, 1H, H1), 5.12 (d, *Jun = 1.3 Hz, 1H, H4"), 4.21-4.12 (m, 2H, H5"), 3.93-
3.78 (m, 4H, H2, H5, H6), 3.54-3.44 (m, 2H, H3, H4), 1.91 (d, “Jun = 1.1 Hz, 3H,
CHs). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 183.7 (C4gase), 181.8 (C2gase), 138.2 (CHgase),
134.3 (C3'), 125.3 (C2’), 111.6 (C5gase), 95.5 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, C1), 90.0 (C1’), 85.9
(d, Jcp = 8.8 Hz, C2), 72.9 (C4), 71.7 (d, 3Jcp = 8.4 Hz, C4’), 69.3 (C3/C5), 66.5 (d,
2Jcp = 6.1 Hz, C5’), 60.4 (C6), 11.5 (CHs). **P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.30
(d, 2Jpp = 20.6 Hz, Pp), - 13.00 (d, *Jpp = 20.6 Hz, Py). IR vicm™: 3232, 2100, 1686,
1471, 1230, 1043, 914, 737, 505. HRMS (ESI") ber.: 545.0579 [M+H],
gef.: 545.0570.
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Synthese von d4T-DP-a-D-Mannose 136

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 99 mg (0.28 mmol) a-D-Mannopyranosyl-Phosphat, 60 mg (0.14 mmol)
5-Nitro-cycloSal-3’-Desoxy-2’,3’-Didehydro-Thymidinmonophosphat 58  und 4 mL
DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 22 Stunden.

Ausbeute: 53 mg (0.10 mmol, 70%) eines

farblosen Feststoffes; Summenformel: Q
OH
C16H22N2015P22-; Molgewicht: 4. 6 O_Ho 5 | 4 'NH
HO 5 O O 2
544.30 g/mol; DC: Rf-Wert  HO 2 1|FL y) o
3 NIARS
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg. (1M), O/c'bo/c'bo 5
-0
2:1): 0.69; Anomerenverhaltnis: Nt
136 3

a-anomerenrein; Drehwert: [a]p®® =-3.9°
(c = 0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 7.47 (d, *Jun = 4.1 Hz, 1H, H6gase), 6.99-6.97 (m,
1H, H3), 6.52 (d, *Jun = 6.1 Hz, 1H, H2'), 5.96 (d, *Jun = 6.1 Hz, 1H, H1’), 5.50 (dd,
33up = 7.7 Hz, 3Jun = 1.3 Hz, 1H, H1), 4.98 (dd, “Jup = 8.0 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H, H4),
4.19-4.11 (m, 2H, H5), 3.91-3.77 (m, 4H, H2, H5, H6), 3.50-3.42 (m, 2H, H3, H4),
1.92 (s, 3H, CHs). **C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 166.3 (C4gase), 151.9 (C2gase),
138.2 (C6gase), 134.3 (C3'), 125.3 (C2'),102.8 (C5gase), 95.6 (d, 2Jcp = 6.8 Hz, C1),
86.2 (d, *Jcp = 9.3 Hz, C2), 88.4 (C1’), 72.6 (C4), 71.7 (d, *Jcp = 7.6 Hz, C4’), 69.8
(C3), 69.4 (C5), 65.1 (d, 2Jcp=5.7Hz, C5), 60.5 (C6), 11.6 (CHha).
$P.NMR &/ppm (162 MHz, D,O): -11.66 (d, 2Jpp=19.8Hz, Pg), -13.91
(d, 2Jpp = 19.8 Hz, Py). IR vicm™: 3228, 2123, 1701, 1469, 1228, 917, 743, 512.
HRMS (ESI") ber.: 545.0579 [M+H]" gef.:545.0572.
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Synthese von ddT-DP-a-D-Glucose 137

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefihrt.
Es wurden 94 mg (0.36 mmol) a-D-Glucopyranosyl-Phosphat, 80 mg (0.18 mmol)
5-Nitro-cycloSal-3’-Desoxy-Thymidinmonophosphat 59 und 5 mL DMF verwendet.
Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden.

Ausbeute: 58 mg (0.11 mmol, 59%) eines

farblosen Feststoffes; Summenformel: OH I
C16H24N2015P5%"; Molgewicht: HOo ° > N o o 2 | 42NH
546.31 g/mol; DC: Rf -Wert " 3 2OH Ol/l%\o/{:l\o °
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg.  (1M), %" 4.]5I ;o; .
2:1): 0.54; Anomerenverhaltnis:

a-anomerenrein; Drehwert: [a]p?° =+ 4.6 °
(c = 0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.78 (d, *Jun = 1.2 Hz, 1H, H6gas), 6.14 (dd,
3Jun = 7.0 Hz, “Juy= 4.0 Hz 1H, H1'), 5.61 (dd, *Jup = 7.3 Hz 3J4y = 3.3 Hz, 1H, H1),
4.39-4.38 (m, 1H, H5"), 4.26 (ddd, Iy = 11.3 Hz , %Juy=5.6 Hz, *Jyy = 2.8 Hz, 1H,
H6), 4.12 (ddd, 2Jun = 11.3 Hz , 3Jun = 6.2 Hz, *Jyn = 4.7 Hz, 1H, H6), 3.94-3.85 (m,
2H, H4, H5'), 3.82-3.76 (m, 2H, H3, H5), 3.53 (ddd, *Jup=9.8 Hz , 3Juy= 3.3 Hz,
*Jun = 3.2 Hz, 1H, H2), 3.49-3.44 (m, 1H, H4’), 2.47-2.40 (m, 1H, H2"), 2.19-2.12 (m,
2H, H3'), 2.08-2.03 (m, 1H, H2’), 1.95(s, 3H, CHs). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0):
168.9 (C4gase), 150.8 (C2gase), 137.2(CBgase),95.5 (d, *Jcp = 6.8 Hz, C1), 88.1 (C1)),
80.2 (d, %®Jcp=8.6Hz, C2), 111.3 (C5gase), 72.9 (C4), 72.8 (C5), 71.7 (d,
3Jcp = 8.5 Hz, C4), 69.3 (C3), 66.9 (d, ?Jcp = 5.8 Hz, C5’), 60.4 (C6), 31.1 (C2"), 25.0
(C3"), 11.7 (CHs). **P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.09 (d, %Jpp = 21.1 Hz, Pyp),
-12.91 (d, 2Jpp = 21.1 Hz, Py). IR vicm™: 3246, 2107, 1681, 1475, 1232, 1081, 1046,
1002, 918, 505, 418. HRMS (ESI*) ber.: 547.0736 [M+H]", gef.: 547.0734.

- 210 -



- Experimenteller Teill -

Synthese von AZT-DP-a-D-Glucose 138

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 87 mg (0.33 mmol) a-D-Glucopyranosyl-Phosphat, 80 mg (0.17 mmol)
5-Nitro-cycloSal-3’-Desoxy-3’-Azido-Thymidinmonophosphat 6 und 5mL DMF

verwendet. Die Reaktionszeit betrug 18 Stunden.

Ausbeute: 59 mg (0.11 mmol, 56%) eines

farblosen Feststoffes; Summenformel: 4 6OH o

- . o)
C16H23NsO 5P, Molgewicht: HHO > m~ 1 (”3
587.33 g/mol; DC: Ry -Wert 3 N\

(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg. (1M),

2:1): 0.52; Anomerenverhaltnis:

B-anomerenrein; Drehwert: [0]p®° =+ 8.7 °
(c = 0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.74 (s, 1H, H6gase), 6.28 (dd, 3Juy = 6.3 Hz,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H1'), 5.61 (dd, 3Jue = 6.7 Hz, 3Juy = 3.3 Hz, 1H, H1), 4.57 (dd,
3Jun = 8.8 Hz, 3Juy = 5.3 Hz, 1H, H3"), 4.21-4.20 (m, 3H, H4’, H5’, H6), 4.92-4.85 (m,
2H, H5’, H6), 3.80-3.76 (m, 2H, H3, H5), 3.55-3.51 (m, 1H, H2), 3.46 (dd,
33n = 9.6 Hz, 3Juy = 9.6 Hz, 1H, H4), 2.50 (dd, 3Ju = 6.3 Hz, 3Juy = 6.3 Hz, 2H,
H2), 1.94 (s, 3H, CH3). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 166.6 (C4gase), 151.7
(C2gase), 137.3 (CBgase), 111.8 (C5gase), 95.6 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, C1), 85.7 (C1’), 85.0
(C3Y), 83.0 (d, %Jcp = 9.0 Hz, C2), 79.2 (C2'), 74.0 (C4), 72.9 (d, *Jcp = 6.8 Hz, C4"),
71.7 (d, “Jep=8.1Hz, C5), 60.4 (C6), 69.4 (C3), 69.3 (C5), 11.7 (CHa).
¥P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): -11.26 (d, “Jpp=19.8 Hz, Pg), -12.85 (d,
2Jpp = 19.8 Hz, Py). IR viem™: 3271, 2102, 1681, 1470, 1232, 1080, 1050, 915, 834,
508, 413. HRMS (ESI*) ber.: 588.0750 [M+H]" gef.: 588.0747.
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Synthese von isoddA-DP-[3-D-Glucose 139

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es  wurden 38 mg (0.093 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Glucopyranosyl-
Phosphat 71, 20 mg (0.042 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-Didesoxy-N*-iso-
Adenosinmonophosphat 61 und 3 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
20 Stunden.

Ausbeute: 10 mg (0.02 mmol, 40%)

) 6

eines farblosen Feststoffes; NS Xy
] 7

Summenformel:  CigH23Ns013P”; oH o o 8¢ :f/

o . 4.6 noon N™ 4 N7 2 NH,
Molgewicht: 555.33 g/mol; DC: Rs- Hao s O/C');o/'\o 5
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat- 3 20H1 ° 4 °~J,
Lsg. (am), 2:1): 0.47; 139 3 2

Anomerenverhdltnis: [-anomerenrein;

Drehwert: [0]p?° = + 5.8 °(c = 0.10, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.66 (s, 1H, H6gase), 8.42 (S, 1H, H8gase), 6.33 (dd,
33 = 6.6 Hz, *Jyy = 4.0 Hz, 1H, H1"), 5.00 (dd, 3Jup = 8.0 Hz, 3J4 = 8.0 Hz, 1H,
H1), 4.24-4.19 (m, 1H, H5), 4.13-4.07 (m, 1H, H6), 3.89 (dd, 2Jun =12.4 Hz,
3Jun = 2.2 Hz, 1H, H6), 3.56-3.49 (m, 3H, H4’, H3, H4), 3.40-3.35 (m, 3H, H5’, H2),
2.62-2.54 (m, 2H, H2), 2.30-2.19 (m, 2H, H3"). ¥*C-NMR &/ppm (101 MHz, D,O):
160.4 (C2gase), 152.9 (C4gase), 149.7 (Cbgase), 140.3 (C8gase), 126.1 (Cbgase), 96.5 (d,
2Jcp = 6.7 Hz, C1), 83.9 (C1'), 73.6 (C5), 72.4 (d, 3Jcp = 6.1 Hz, C2), 72.3 (C3), 69.8
(d, 3Jcp = 2.9 Hz, C4'), 68.6 (C4), 65.1 (d, 2Jcp = 3.4 Hz, C5'), 60.2 (C6), 31.6 (C2)),
25.1 (C3"). **P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.12 (d, 2Jpp = 19.9 Hz, Pg), - 12.95
(d, “pp = 19.9 Hz, Py). IR vicm™: 3516, 2924, 2853, 1620, 1581, 1429, 1052, 794,
640, 452, 414. HRMS (ESI") ber.: 556.0851 [M+H]*, gef.: 556.0870.
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Synthese von carba-isoddA-DP-3-D-Glucose 140

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 275mg (0.521 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-D-Glucopyranosyl-
Phosphat 715, 116 mg (0.260 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3'-Didesoxy-N*-carba-iso-
Adenosinmonophosphat 62 und 5 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
20 Stunden.

Ausbeute: 82mg (0.15 mmol,

58%) eines farblosen Feststoffes; N5 6\
N

Summenformel:  Ci7H25N5015P5%; 8</ |

OH 0O o N NZ 2 NH,
Molgewicht:  553.56 g/mol; DC: HO4 6 0 'p'\ s 4

5 07 107 0 s
R -Wert (isoPropanol/ MO, 8% %° 0, . 8 .
Ammoniumacetat-Lsg. (1M), 2:1): 3 o

140

0.22; Anomerenverhaltnis:
B - anomerenrein ;  Drehwert:

[a]o® = - 2.3 °(c = 0.10, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.66 (s, 1H, HBgase), 8.35 (s, 1H, H8gase), 4.85 (dd,
33 = 8.8 Hz, *Jpyn = 7.6 Hz, 1H, H1'), 4.80 (dd, 3Jup = 8.5 Hz, 3Jyy = 7.1 Hz, 1H,
H1), 3.97-3.96 (m, 2H, H6), 3.84 (m, 1H, H5), 3.79-3.74 (m, 1H, H6), 3.58-3.56 (m,
4H, H2, H3, H4, H6), 2.50-2.44 (m, 2H, H4’, H5"), 2.32-2.27 (m, 1H, H5’), 2.00-1.90
(m, 2H, H2’), 1.78-1.73 (m, 2H, H3"). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 163.4 (C2gase),
150.9 (C4gase), 149.2 (C6gase), 143.3 (C8gase), 129.1 (C5gase), 98.5 (d, *Jcp = 6.7 Hz,
C1), 75.9 (C5), 72.4 (d,*Jcp = 6.1 Hz, C2), 72.3 (C3), 69.9 (C6’), 68.6 (C4), 61.2 (C6),
54.9 (C1’), 37.8 (d,%Jcp = 2.9 Hz, C4), 35.1 (d, 2Jcp = 3.4 Hz, C5'), 31.3 (C2), 26.1
(C3). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 10.73 (d, 2Jpp = 19.6 Hz, Pg), - 12.98 (d,
2Jpp = 19.6 Hz, Py). IR vicm™: 3257, 1613, 1509, 1454, 1421, 1224, 1047, 943, 789,
451. HRMS (ESI") ber.: 554.1059 [M+H]", gef.: 554.1071.
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8.2.4.3 Synthese der NDP-Pyranosen mit modifizierte n Pyranosen

Synthese von UDP-B-L-Galactose 142

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefihrt,
allerdings wurden 1.7 Ag. anstatt 2.0 Ag. des Pyranosylphosphats eingesetzt. Es
wurden 120 mg (0.223 mmol) 2,3,4,6-Tetra-OAc-B-L-Galactopyranosyl-Phosphat 77,
70 mg (0.13 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-OAc-Uridinmonophosphat 50 und 4 mL
DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 22 Stunden.

Ausbeute: 77 mg (0.082 mmol, 63%)
eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: C15H2oN2017P,%;
Molgewicht:  564.29 g/mol; DC: Rs-
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat-
Lsg. (am), 2:1): 0.35;

Anomerenverhdltnis:  [3-anomerenrein;

Drehwert: [a]p?° =+ 3.8 °(c = 0.1, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 8.00 (d, *Juy = 8.1 Hz, 1H, H6gase), 6.04-6.02 (m,
2H, H5gase, H1"), 5.00 (dd, 3Jup = 7.7 Hz, 33w = 7.7 Hz, 1H, H1), 4.43-4.42 (m, 2H,
H2', H3'), 4.33-4.26 (m, 3H, H4’, H5'), 3.97-3.96 (m, 1H, H5), 3.89-3.63 (m, 5H, H2,
H3, H4, HB). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 166.2 (C4gase), 151.9 (C2gase), 141.7
(CBgase), 102.8 (C5gase), 98.6 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C1), 88.4 (C1'), 83.4 (d, *Jcp = 9.1 Hz,
C4’), 75.9 (C2'), 73.8 (C3), 72.4 (C4), 71.4 (d, *Jcp = 8.5 Hz, C2), 69.8 (C3), 68.7
(C5), 65.1 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, C5), 61.3 (C6). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.16
(d, 2Jpp=19.6 Hz, Pp), - 12.74 (d, 2Jpp = 19.6 Hz, Pg). IR vicm™: 3213, 1680, 1462,
1231, 1035, 939, 815, 488, 414. HRMS (ESI") ber.. 565.0477 [M+2H],
gef.: 565.0475.

- 214 -



- Experimenteller Teill -

Synthese von UDP-2-Desoxy-2-Fluor- D-Glucose 143

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 132 mg (0.342 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-Glucopyranosyl-
Phosphat 90, 93 mg (0.17 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-OAc-Uridinmonophosphat 50
und 4 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug 24 Stunden.

Ausbeute: 97 mg (0.12 mmol, 72%)
eines farblosen Feststoffes; 0

Summenformel:  CisH21FN2O16P,%; 4 o
Molgewicht: 566.28 g/mol; DC: Rs- HOH;% |C|’ C||)
Wert (isoPropanol/ Ammoniumacetat- s 7F o/FI)\o/Z\o
Lsg. (am), 2:1): 0.14;

Anomerenverhaltnis: o/ =1:0.4; 143
Drehwert: [a]p?° =+ 7.5 °(c = 0.10, H ,0).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,O): 7.95 (d, 3Jun = 8.0 Hz, 1H, H6gase), 6.03-6.01(m,
1H, H5gase), 5.97 (dd, Jun = 8.0 Hz, *Jun = 1.6 Hz, 1H, H1"), 5.79 (dd, 3Jue= 7.5 Hz,
33un = 3.6 Hz, 1H, H1), 4.38 (d, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, H3'), 4.32 (s, 2H, H2', H4"), 4.24
(s, 1H, H2), 3.99 (d, ®Jun = 7.9 Hz, 1H, H3), 3.70-3.68 (m, 3H, H5, H5"), 3.50-3.46 (m,
1H, H6), 3.39-3.38 (m, 2H, H4, H6). a-*C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 170.6
(Clgase), 162.4 (C2gase), 141.4 (CBgase), 102.8 (C6gase), 92.6 (dd, 2Jcr = 20.9 Hz,
2Jecp = 5.0 Hz, C1), 88.4 (C1'),83.2 (d, 3Jcp = 9.3 Hz, C4), 72.7 (C2), 64.9 (d,
2Jcp = 5.8 Hz, C5), 69.8 (d, %Jcp = 6.0 Hz, C2), 76.6 (C3'), 73.8 (C4), 70.9 (C3), 68.7
(C5), 60.1 (C6). a-*'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 11.59 (d, “Jpp = 19.8 Hz, Pyp),
-13.42 (d, %Jpp = 19.8 Hz, Py). a-°F-NMR &/ppm (200 MHz, D,O): -200.0 (dd,
2Jpn = 49.2 Hz, 3Jpn= 12.8 Hz). IR vicm™: 3250, 1676, 1244, 1050, 972, 925, 814.
HRMS (ESI") ber.: 567.0434 [M+H]", gef.: 567.0438.
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Synthese von UDP-2-Desoxy-2-Fluor- D-Galactose 144

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 140 mg (0.253 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-D-
Galactopyranosyl-Phosphat 91, 95mg (0.18 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3'-OAc-
Uridinmonophosphat 50 und 4 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
24 Stunden.

Ausbeute: 91 mg (0.16 mmol, 91%)

eines farblosen Feststoffes; O
Summenformel:  CisH21FN2O16P2%; 4OH6 OH o

Molgewicht: 566.28 g/mol; DC: Rf- Ho N3

Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat- s CF

Lsg. (am), 2:1): 0.13;

Anomerenverhaltnis: o/ =1:0.4;

Drehwert: [a]p?° =- 1.7 °(c = 0.10, H ,0).

a-'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.96 (d, *Jun = 8.1 Hz, 1H, HBgase), 6.02-5.97 (m,
2H, H5gase. H1), 5.84 (dd, 3Jue= 7.5 Hz, 3Juy = 3.7 Hz, 1H, H1), 4.67-4.63 (m, 1H,
H3"), 4.40-4.38 (m, 2H, H2’, H4'), 4.30-4.27 (m, 1H, H2), 4.25-4.19 (m, 3H, H5, H5"),
4.11-4.10 (m, 1H, H3), 4.02-3.97 (m, 1H, H6), 3.84-3.74 (m, 2H, H4, H6).
a-*C-NMR &/ppm (101 MHz, D,O): 166.0 (C4gase), 161.4 (C2gase), 141.5 (CBgase),
102.7 (C5gase), 92.8 (dd, 2Jce = 22.3 Hz, 2Jcp = 5.4 Hz, C1), 88.4 (C1’), 87.2 (C3),
83.2 (d, %Jcp = 9.3 Hz, C4’), 76.0 (C4), 73.1 (C2’), 71.0 (d, %Jcp = 18.0 Hz, C2), 69.7
(C3), 69.2 (C5), 64.9 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, C5’), 60.8 (C6). a-**P-NMR &/ppm (162 MHz,
D,0): -11.57 (d, %Jpp=19.7Hz, Pg), -13.30 (d, 2Jpp=19.7Hz, Py).
a-F-NMR  &/ppm (200 MHz, D,0): - 208.0 (ddd, 2Jgy =57.0 Hz, 3Jgy=16.0 Hz,
%Jey=5.0Hz). IR vicm™ 3300, 1672, 1232, 1052, 982, 927, 859.
HRMS (ESI") ber.: 567.0434 [M+H]", gef.: 567.0440.
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Synthese von UDP-2-Desoxy-2-Fluor- a-D-Mannose 145

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 74 mg (0.19 mmol) 3,4,6-Tri-OAc-2-Desoxy-2-Fluor-a-D-Mannopyranosyl-
Phosphat 92, 52 mg (0.091 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-OAc-
Uridinmonophosphat 50 und 4 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
24 Stunden.

Ausbeute: 38mg (0.053 mmol,
52%) eines farblosen Feststoffes;

Summenformel:  CisHy FN,O16P»2;

o)

Molgewicht: 566.28 g/mol; DC: R; - )

Wert (isoPropanol/ 0”107 ™0
p O@ o)

Ammoniumacetat-Lsg. (1M), 2:1):

0.12; Anomerenverhaltnis: 145

a - anomerenrein ; Drehwert:

[a]p?° = + 2.0 °(c = 0.10, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.00 (d, *Jun = 8.0 Hz, 1H, H6gase), 6.02-60 (m, 2H,
H5gase, H1'), 5.65 (d, 33y = 4.5 Hz, 1H, H1), 4.95 (s, 1H, H3"), 4.41-4.40 (s, 2H, H2',
H4'), 4.32-4.23 (m, 3H, H5, H5’), 4.03 (dd, 2Jur=30.8 Hz, *Jup = 9.8 Hz, 1H, H2),
3.93-3.91 (m, 2H, H3, HB6), 3.86-3.76 (m, 2H, H4, H6). *C-NMR &/ppm (101 MHz,
D,0): 166.2 (C4gase), 151.8 (C2gase), 141.6 (Cbgase), 102.7 (Cbgase), 93.5 (dd,
2Jcr = 30.8 Hz, 2Jcp = 9.8 Hz, C1), 90.3 (d, 3Jcp = 10.3 Hz, C2), 88.9 (C3'), 88.4
(C1Y), 83.2 (d, 3Jcp = 9.1 Hz, C4), 73.8 (C4), 73.6 (C2"), 69.6 (C3), 69.2 (C5), 64.9 (d,
2Jep =5.5Hz, C5), 60.3 (C6). *P-NMR &/ppm (162 MHz, D.O): -11.49 (d,
2Jpp = 19.8 Hz, Pp), - 14.03 (d, 2Jpp = 19.8 Hz, P,). *F-NMR &/ppm (200 MHz, D,0):
-204.7 (ddd, ey = 49.4 Hz, 3Jpy=24.7 Hz, “Jpy=5.9 Hz). IR vicm™: 2982, 1682,
1065, 939, 801. HRMS (ESI*) ber.: 566.0361 [M], gef.: 566.1430.
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Synthese von UDP-6-Desoxy-6-Sulfo- a-D-Glucose 141

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 215mg (0.431 mmol), 6-Desoxy-6-Sulfo-a-D-Glucopyranosyl-
Phosphat 100, 92 mg (0.127 mmol) 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-OAc-
Uridinmonophosphat 50 und 5 mL DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
24 Stunden.

Ausbeute: 77mg (0.08 mmol,
48%) eines farblosen Feststoffes;
Summenformel:  Ci5H21N2019P»S%;
Molgewicht: 627.34 g/mol; DC:
Rs -Wert (isoPropanol/
Ammoniumacetat-Lsg. (1M), 2:1):

0.14; Anomerenverhaltnis:
o - anomerenrein ; Drehwert:

[a]p?® = + 12 °(c = 0.10, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.99 (d, *Jun = 8.1 Hz, 1H, H6gase), 6.03-6.02 (m,
2H, H5gase, H1'), 5.64 (dd, 3Jup = 8.1 Hz, 33y = 3.1 Hz, 1H, H1), 4.44-4.42 (m, 2H,
H2', H3"), 4.33-4.31 (m, 1H, H5’), 4.27-4.25 (m, 2H, H4’, H5"), 3.81 (dd, ®Jun = 9.5 Hz,
3Jui=9.5Hz, 1H, H5), 3.61-3.55 (m, 2H, H2, H4), 3.43 (dd, 3Juu=15.0 Hz,
*Jun = 3.1 Hz, 1H, H3), 3.30-3.18 (m, 2H, H6). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0):
166.3 (C4gase), 151.9 (C2gase), 102.8 (C5gase), 95.7 (d, *Jcp = 6.4 Hz, C1), 88.4 (C1),
83.4 (d, ®Jcp=9.1Hz, C2), 73.8 (C6gase), 72.7 (C2), 71.8 (C4), 71.7 (d,
3Jcp = 7.6 Hz, C4), 69.8 (C5), 69.4 (C3'), 65.1 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C5’), 51.9 (C3), 50.5
(C6). *'P-NMR 5/ppm (162 MHz, D,0): - 10.99 (d, *Jpp = 20.7 Hz, Pg), - 12.87 (d,
2Jpp =20.7 Hz, Py). IR vicm™: 2933, 1677, 1453, 1034, 490. HRMS (ESIY)
ber.: 629.0096 [M+2H]", gef.: 629.0098.
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Synthese von UDP-6-Sulfat- a-D-Glucose 146

30 mg (0.050 mmol) UDP-a-D-Glucose 1 wurden in 3 mL abs. Pyridin gelést und mit
13mg (0.081 mmol) eines Schwefeltrioxid-Pyridin-Komplexes versetzt. Die
Reaktionslésung wurde fur 22 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt, wobei sich das
Sulfat in der 6-Position bildete.

Ausbeute: 34 mg (0.05 mmol, 100%)
eines farblosen Feststoffes;
Summenformel: C15H21N2020P,S%;
Molgewicht: 642.34 g/mol; DC: Rs-
Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat-
Lsg: (am), 2:1): 0.09;
Anomerenverhdltnis:  a-anomerenrein;

Drehwert: [a]p?° =- 1.9 °(c = 0.10, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.01 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 1H, H6gase), 6.01-5.99 (m,
2H, H5gase, H1"), 5.72-5.70 (m, 1H, H1), 4.42-4.40 (m, 2H, H2', H3'), 4.35-4.33 (m,
1H, H5'), 4.30-4.28 (m, 2H, H4', H5'), 3.79-3.76 (m, 3H, H2, H4, H5), 3.31-3.19 (m,
3H, H3, H6). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 161.5 (C4gase), 153.7 (C2gase), 102.3
(C5gase), 96.8 (d, 2Jcp = 6.7 Hz, C1), 89.6 (C1’), 84.7 (d, %Jcp = 9.6 Hz, C2), 75.8
(C6gase), 72.9 (C2'), 72.8 (C4), 71.6 (d, *Jcp = 7.3 Hz, C4"), 70.9 (C5), 69.1 (C3'), 67.3
(d, 2Jcp = 6.1 Hz, C5'), 53.1 (C3), 60.4 (C6). ).*'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,O):
-11.24 (d, 2Jpp = 19.9 Hz, Pp), - 12.93 (d, 2Jpp = 19.9 Hz, Py). IR vicm™: 2933, 1677,
1442, 1391, 1034, 613, 450. HRMS (ESI*) ber.: 645.0046 [M+2H]", gef.: 645.0051.
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8.2.4.4 Synthese von CDP-Colamin als Vorlaufer fir die Synthese wvon
CDP-Cholin

Synthese von CDP-Colamin 151
Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 15 durchgefuhrt.
Es wurden 106 mg (0.274 mmol) NAc-Colamin-Phosphat, 80 mg (0.14 mmol) 5-Nitro-
cycloSal-N*Ac-2’,3'-OAc-Cytidinmonophosphat 51 und 5 mL DMF verwendet. Die
Reaktionszeit betrug 23 Stunden.

Das *'P-NMR-Spektrum des Rohprodukts zeigte ein Gemisch aus dem im
Uberschuss eingesetzten Phosphat und dem gewiinschten Produkt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung an RP-18 Kieselgel konnte leider kein
Produkt isoliert, sondern lediglich das eingesetzte Phosphat zuriick erhalten werden.
Aus diesem Grund wird im Folgenden sowohl auf eine ausfuihrliche Charakterisierung

als auch auf die Angabe einer Ausbeute verzichtet.

NH,

(6] (0] 4\
Gestalt: farbloser Feststoff; 1 I [ o /'L

HoN P 6

Summenformel: C11H18N4011P>%; ’ \2/\0/ I\O/Fl)\o 5 N"270

o) 0
Molgewicht: 444.23 g/mol. © O L0

3 2’
151 OH OH

¥P-NMR &/ppm (162 MHz, D;O): -11.01 (d, ?Jep =20.5Hz, Pg), -11.35 (d,
2Jpp = 20.5 Hz, Py).
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8.2.5 Synthese der Cytidin Monophosphat Neuraminsau  ren

Anmerkung: Bei der Darstellung der CMP-Neuraminsdure-Derivate sollten
Natriumionen die Gegeninonen darstellen. Da diese im *H-NMR nicht sichtbar sind,
wird von der maximalen Anzahl dieser ausgegangen und die Ausbeuten somit auf

zwei vorhandene Natrium-Gegenionen berechnet.

8.2.5.1 Synthese der unmodifizierten CMP-Neuraminsd ure-Derivate

Synthese von CMP-Neu5Ac 10

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16 durchgefuhrt.
Es wurden 255mg (0.521 mmol) Methyl-5-Acetamido-4,7,8,9-Tetra-OAc-3,5-
Didesoxy-B-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylonat 28 und 13 mg (0.54 mmol)
Natriumhydrid, gel6st in 10 mL Dichlormethan und 2 mL N,N-Dimethylformamid, und
150 mg (0.260 mmol)  5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-OAc-Cytidinmonophosphat 51,
geldst in 5 mL Dichlormethan, verwendet. Die Reaktionszeit betrug 4 Stunden. Zur
Abspaltung der Schutzgruppen wurden 15mL Methanol, 1.5mL 05M

Natriummethanolat-L6ésung und 15 pL Wasser verwendet.

Ausbeute: 145 mg (0.223 mmol, 85%)

eines farblosen Feststoffes; NH,
Summenformel: Ca0oH2oN4016P%; 0 5 4\2'\‘
Molgewicht:  612.44 g/mol; DC: R¢-Wert Ho  , OH O/Z@\o ] 6>N"0
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg. (1M), \E&S_MLCOO@ 4 \/_O? 1
2:1): 0.74, Anomerenverhaltnis: OTN Ho4 3 ' ¥H oA
B-anomerenrein; Drehwert: [0]p® =-16° 10

(c = 0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.00 (d, 3Juy = 7.5 Hz, 1H, H6gase), 6.16 (d, 1H,
334 = 7.5 Hz, Hbgase), 6.03 (d, 3Jun = 4.4 Hz, 1H, H1"), 4.39-4.37 (m, 1H, H3'), 4.35-
4.33 (M, 1H, H2"), 4.28-4.27 (m, 3H, H4’, H5'), 4.18 (d, 334 = 10.4 Hz, 1H, H6), 4.00-
3.98 (M, 1H, H4), 3.92-3.90 (m, 1H, H5), 3.81-8.80 (m, 1H, H8), 3.71-3.65 (m, 1H,
H9), 3.56-3.55 (m, 1H, H9), 3.49 (d, 33 = 9.4 Hz, 1H, H7), 2.53 (dd, 2Jun = 13.2 Hz,
3Jun = 4.7 Hz, 1H, H3¢), 2.09 (s, 3H, NHCHs), 1.70-1.67 (m, 1H, H3.). “*C-NMR

-221 -



- Experimenteller Teill -

d/ppm (101 MHz, D,0): 181.5 (C2gase), 166.2 (C4gase), 141.7 (Cbgase), 107.6 (C5gase),
89.1 (C1), 83.0 (d, 2Jcp = 8.1 Hz, C5'), 75.4 (C3"), 74.3 (C6), 72.9 (C8), 71.7 (d,
2Jep = 9.3 Hz, C2), 69.6 (C2'), 69.4 (C7), 68.3 (C4), 66.9 (d, %Jcp = 3.1 Hz, C3), 64.9
(d, 3Jcp = 5.4 Hz, C4’), 63.0 (C9), 52.6 (C5), 22.2 (CHsNHAcetyl). **P-NMR &/ppm
(162 MHz, D,0): - 4.58. IR vicm™: 2987, 2922, 2170, 2041, 1627, 1411, 1231, 1065,
534, 453, 386. HRMS (ESI") ber.: 615.1545 [M+H]", gef.: 615.1542.

Im Folgenden sind die wichtigsten analytischen Daten fir die geschitzten Derivate

angegeben, um eventuelle Reproduzierungsprozesse zu erleichtern.

Vollstandig-geschiitzte CMP-NeubAc 152:

Summenformel: CasHasN4O23P; NHAC
Molgewicht: 921.73 g/mol; DC: R;-Wert Q >] 4\;1
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg.  (1M), AcO 4 g,0Ac O/(F';@\O 5 oo
2:1): 0.77; Anomerenverhaltnis: \AC_O'&S—MLCOOW 4'k © ;1'
B-anomerenrein; Drehwert: [o]p® =-32° OTNA°O4 3 OAc OAC

(c = 0.10, H,0). 1

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.46 (d, *Juy = 7.6 Hz, 1H, H6gase), 7.48 (d, 1H,
i = 7.6 Hz, Hbgase), 6.28 (d, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H1"), 5.55 (ddd, 2Jun = 10.2 Hz,
3Jun = 5.4 Hz, 3Jun = 5.3 Hz, 2H, H9), 5.49 (dd, 3Jun = 5.3 Hz, 3Jun = 1.7 Hz, 1H, H8),
5.30-5.27 (m, 1H, H7), 4.63-4.62 (m, 1H, H3'), 4.53 (ddd, 2Jus=12.5Hz,
33un = 11.5 Hz, *Jun = 2.2 Hz, 2H, H4', H5'), 4.42 (dd, 3Jun = 12.5 Hz, 3J4y = 5.8 Hz,
H5), 4.37-4.33 (m, 1H, H2'), 4.27-4.23 (m, 1H, H6), 3.99 (dd, 3Ju4=10.5 Hz,
3Jun = 10.5 Hz, 1H, H4), 3.90 (d, 3Jun = 2.2 Hz, H5), 3.88 (s, 3H, OCHs), 2.70 (dd,
3Jnn = 13.4 Hz, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, H3g), 2.29, 2.21, 2.20, 2.19, 2.13, 2.12, 2.05, 1.95
(8x s, 8x 3H, 8x CHsAcetyl), 1.69-1.63 (m, 1H, H3). **P-NMR &/ppm (162 MHz,
D,0): - 5.65. HRMS (ESI) ber.: 921.2296 [M-H], gef.: 921.2294.
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Methylester der CMP-Neu5Ac 153:

Summenformel: C21H32N4O16P"; NH,
Molgewicht: 627.47 g/mol; DC: R;-Wert o 5| AN
I}
(isoPropanol/Ammoniumacetat-Lsg. (1M), HO oK P 6>\ 2 o
_ 9 8 0" 0. O_s
2:1): 0.69; Anomerenverhaltnis: HoON_6 2 © ° o
_ 20 Hg/ -0/ COOMe 4' i
B-anomerenrein; Drehwert: [0]p™ =-18° OTN T 3y O3
(c = 0.10, H,0). 153

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.85 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, H6gase), 6.05 (d, 1H,
3Jun = 7.6 Hz, H5gase), 5.94 (d, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H1'), 4.26-4.22 (m, 3H, H2’, H3’,
H5'), 4.17-4.15 (m, 2H, H4’, H5'), 4.12 (d, 3Ju = 10.5 Hz, H6), 4.07-4.00 (m, 1H, H4),
4.94-4.89 (m, 1H, H5), 3.87-3.83 (m, 2-3H, H8, H9), 3.80 (s, 3H, OCHs), 3.58 (dd,
2Jun = 12.1 Hz, 33y = 6.8 Hz, 1H, H9), 3.45 (d, 3Juny = 9.7 Hz, 1H, H7), 2.47 (dd,
?Jun = 13.3 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 1H, H3gy), 2.00 (s, 3H, NHCH3), 1.77-1.69 (m, 3H,
H34). *'P-NMR &/ppm (162 MHz, D,0): - 4.18. HRMS (ESI') ber.: 627.1556 [M-H],
gef.: 627.1550.
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8.2.5.2 Synthese der modifizierten CMP-Neuraminsaur e-Derivate

Synthese von CMP-Neu5Prop 155

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16 durchgefuhrt.
Es wurden 113mg (0.222 mmol) Methyl-5-N-Propanoyl-4,7,8,9-Tetra-OAc-3,5-
Didesoxy-[3-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 121 und 5.4 mg (0.22 mmol)
Natriumhydrid, geldst in 5 mL Dichlormethan und 1 mL N,N-Dimethylformamid, und
65 mg (0.11 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3’-OAc-Cytidinmonophosphat 51, geldst
in 3mL Dichlormethan, verwendet. Die Reaktionszeit betrug 3 Stunden. Zur
Abspaltung der Schutzgruppen wurden 6.5mL Methanol, 0.7mL 05M

Natriummethanolat-L6sung und 6.5 pL Wasser verwendet.

Ausbeute: 44 mg (0.061 mmol, 59%) eines

NH
farblosen Feststoffes; Summenformel: \2
. o 51 4N
C21H31N4016P%; Molgewicht: 626.46 g/mol; I 6| 2
HO OH I N~ O

DC: Rs -Wert (isoPropanol/ 9 8 0 0 O\F
. HONL_ B 2 o 0,
Ammoniumacetat-Lsg. (1M), 2:1): 0.83; Hs/ -0/ COO® 4 1
o NHoa 45 1 ' 2

Anomerenverhaltnis: B-anomerenrein; (

Drehwert: [a]p?° = - 24 °(c = 0.10, H ,O).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.91 (d, ®Juy = 7.5 Hz, 1H, H6gase), 6.07 (d, 1H,
33un = 7.5 Hz, H5gase), 5.94 (d, 3Juy = 4.5 Hz, 1H, H1'), 4.33-4.31 (m, 1H, H3'), 4.30-
4.29 (m, 1H, H2'), 4.19-4.18 (m, 3H, H4', H5"), 4.12-4.09 (m, 1H, H6), 3.85-3.84 (m,
1H, H4), 3.82-8.80 (m, 2H, H5, H8), 3.78-3.77 (m, 1H, H9), 3.72-3.71 (m, 1H, H9),
341 (dd, %Juy=9.1Hz, 3Juy=7.0Hz, 1H, H7), 2.44 (dd, Iy =13.3 Hz,
3Jun = 4.7 Hz, 1H, H3eq), 2.04-2.00 (m, 2H, CH2Propanoyl), 1.61-1.57 (m, 1H, H34),
1.09 (ddd, 3Juy = 7.7 Hz, 3Juy = 7.7 Hz, 3Jun = 3.8 Hz, 3H, CHsPropanoyl). *C-NMR
d/ppm (101 MHz, D,0): 178.7 (C2gase), 166.2 (C4gase), 141.6 (Cbgase), 96.6 (C5gase),
89.1 (d, “Jcp = 4.7 Hz, C2), 83.5 (d, Jcp = 8.7 Hz, C5’), 80.2 (C3'), 74.4 (C6), 74.3
(C8), 71.8 (C1’), 69.6 (C2’), 69.3 (C7), 68.8 (C4), 66.7 (C9), 64.9 (d, *Jcp = 5.6 Hz,
C4’), 62.9 (d, *Jcp = 2.8 Hz, C3), 52.6 (C5), 29.3 (C2Propanoyl), 12.7 (C3Propanoyl).
3P.NMR 8/ppm (162 MHz, D,0): - 4.54. IR vicm™: 2978, 2919, 2177, 2050, 1623,
1408, 1233, 1066, 466, 430, 496. HRMS (ESI') ber.: 627.1556 [M-H], gef.: 627.1547.

- 224 -



- Experimenteller Teill -

Synthese von CMP-Neu5But 156

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16 durchgefuhrt.
Es wurden 125mg (0.24 mmol) Methyl-5-N-Butanoyl-4,7,8,9-Tetra-OAc-3,5-
Didesoxy-[3-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 122 und 6.0 mg (0.24 mmol)
Natriumhydrid, gel6st in 5 mL Dichlormethan und 1 mL N,N-Dimethylformamid, und
70 mg (0.12 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-OAc-Cytidinmonophosphat 51, geldst
in 3 mL Dichlormethan, verwendet. Die Reaktionszeit betrug 3 Stunden. Zur
Abspaltung der Schutzgruppen wurden 7 mL Methanol, 0.75mL 05M

Natriummethanolat-Lésung und 7 pL Wasser verwendet.

Ausbeute: 44 mg (0.063 mmol, 71%) eines

farblosen Feststoffes; Summenformel: WM
C22H33N4016P%; Molgewicht: 640.49 g/mol; Q ZI 4\2N
DC: Rf -Wert (isoPropanol/ HO4 g,°H O/Z@\O 5 NT O
Ammoniumacetat-Lsg. (1M), 2:1): 0.81; Ho'g75 & oF~co0® 4k "I
Anomerenverhaltnis: [3-anomerenrein; Oy "Ho4 T3 Son of
Drehwert: [a]p?° = - 21 °(c = 0.10, H ,0). E 156

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.91 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, H6gase), 6.07 (d, 1H,
334n = 7.6 Hz, HB5gase), 5.94 (d, 3Jun = 4.5 Hz, 1H, H1'), 4.33-4.28 (m, sH, H2’, H3"),
4.19-4.18 (m, 3H, H4', H5'), 4.12-4.09 (m, 1H, H6), 3.93-3.91 (m, 1H, H4), 3.88 (dd,
3Jun = 6.8 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H5), 3.84-8.83 (m, 1H, H8), 3.73-3.71 (m, 1H, H9),
3.58-3.57 (m, 1H, H9), 3.49-3.48 (m, 1H, H7), 2.44 (dd, 2Jun = 13.3 Hz, 3Juy = 4.7 Hz,
1H, H3¢y), 2.25-2.21 (m, 2H, CH,Butanoyl), 1.58-1.57 (m, 2H, CH,Butanoyl), 1.11-
1.08 (m, 1H H34), 0.89-0.87 (m, 3H, CHsButanoyl). **C-NMR &/ppm (101 MHz, D,O):
181.5 (C2gase), 166.2 (C4gase), 141.6 (Cbgase), 100.6 (C5gase), 100.1 (d, 2Jcp = 8.4 Hz,
C2), 96.6 (C1’), 82.9 (d, 2Jcp = 7.8 Hz, C5'), 80.2 (C3'), 74.2 (C6), 73.0 (C8), 71.8
(C2Y), 69.7 (C7), 69.3 (C4), 68.6 (d, *Jcp = 3.6 Hz, C3), 64.9 (d, %Jcp = 5.6 Hz, C4"),
62.9 (C9), 60.5 (C5), 37.9 (C2Butanoyl), 19.1 (C3Butanoyl), 12.9 (CHsButanoyl).
3P.NMR &/ppm (162 MHz, D;0): - 4.51. IR vicm™: 3203, 2177, 2145, 2032, 1635,
1561, 1409, 1070, 512, 465, 430. HRMS (ESI) ber.: 641.1713 [M-H], gef.: 641.1687.
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Synthese von CMP-Neu5Pent 157

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16 durchgefuhrt.
Es wurden 128 mg (0.240 mmol) Methyl-5-N-Pentanoyl-4,7,8,9-Tetra-OAc-3,5-
Didesoxy-[3-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 123 und 6.0 mg (0.24 mmol)
Natriumhydrid, gel6st in 5 mL Dichlormethan und 1 mL N,N-Dimethylformamid, und
70 mg (0.12 mmol) 5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3'-OAc-Cytidinmonophosphat 51, geldst
in 3 mL Dichlormethan, verwendet. Die Reaktionszeit betrug 3 Stunden. Zur
Abspaltung der Schutzgruppen wurden 7 mL Methanol, 0.75mL 05M

Natriummethanolat-Lésung und 7 pL Wasser verwendet.

Ausbeute: 55 mg (0.083 mmol, 65%) eines

NH,
farblosen Feststoffes; Summenformel: 5N
o)

Ca3H3sN4016P%; Molgewicht: 654.52 g/mol; b 6| ;l“o

_ HO 4 g,OH o/'\o N
DC: Rt -Wert (isoPropanol/ s O% ¥ 5

HO
Ammoniumacetat-Lsg. (1M), 2:1): 0.96; H504O ¢oo 43 21
H 3 OH OH

Anomerenverhaltnis: [3-anomerenrein;

157
Drehwert: [a]p?° = - 33 °(c = 0.10, H ,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 7.76 (d, 3Jun = 6.9 Hz, 1H, H6gase), 6.07 (d, 1H,
3Jun = 7.6 Hz, H5gase), 5.94 (d, 3Jun = 4.4 Hz, 1H, H1'), 4.32 (d, 3Jun = 4.5 Hz, 1H,
H3), 4.29 (d, 3Jus=4.5Hz, 1H, H2), 4.19-4.18 (m, 3H, H4', H5'), 4.10 (d,
334 = 10.4 Hz, 1H, HB6), 3.93-3.90 (m, 1H, H4), 3.85-3.81 (m, 2H, H5, H8), 3.77-3.76
(m, 1H, H9), 3.73-3.72 (m, 1H, H9), 3.47 (dd, 3Jun = 9.7 Hz, 3Jun = 9.7 Hz, 1H, H7),
2.79 (dd, 2Jup=13.2Hz, 3Jyy=4.6 Hz, 1H, H3g), 2.44 (dd, 2Juy=13.2 Hz,
3Jun = 4.6 Hz, 1H, H3), 2.28-2.24 (m, 2H, CH.Pentanoyl), 1.58-1.52 (m, 2H,
CHyPentanoyl), 1.31-1.25 (m, 2H, CH,Pentanoyl), 0.87-0.83 (m, 3H, CHzPentanoyl).
3C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 178.0 (C2gase), 166.2 (C4gase), 141.6 (C6gase), 96.6
(C5gase), 89.0 (C1'), 82.9 (d, 2Jcp = 8.1 Hz, C5'), 74.4 (C3'), 74.3 (C6), 73.0 (C8), 70.3
(d, 2Jcp = 10.5 Hz, C2), 69.3 (C2'), 68.9 (C7), 68.6 (C4), 66.7 (d, *Jcp = 8.7 Hz, C3),
64.9 (d, 3Jep=5.4Hz, C4), 60.5 (C9), 52.6 (C5), 35.7 (C2Pentanoyl), 27.7
(C3Pentanoyl), 21.6 (C4Pentanoyl), 13.0 (CHsPentanoyl). **P-NMR &/ppm (162 MHz,
D,0): -4.55. IR vicm™: 3266, 2930, 1622, 1376, 1215, 1035, 613, 565, 449.
HRMS (ESI*) ber.: 627.2015 [M+H]*, gef.: 657.1997.
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Synthese von CMP-Neu5Cyclopropylcarbonyl 158

Die Reaktion wurde gemal der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16 durchgefuhrt.
Es wurden 107 mg (0.211 mmol) Methyl-5-N-Cyclopropylcarbonyl-4,7,8,9-Tetra-OAc-
3,5-Didesoxy-p-D-Glycero-D-Galacto-2-Nonulopyranosylat 124 und 5.0 mg
(0.21 mmol) Natriumhydrid, gelést in 5mL Dichlormethan und 1mL N,N-
Dimethylformamid,und  60mg  (0.10 mmol)  5-Nitro-cycloSal-N*Ac-2’,3"-OAc-
Cytidinmonophosphat 51, gelést in  2mL Dichlormethan, verwendet. Die
Reaktionszeit betrug 5 Stunden. Zur Abspaltung der Schutzgruppen wurden 6 mL

Methanol, 0.65 mL 0.5 M Natriummethanolat-Lo6sung und 6 uL Wasser verwendet.

Ausbeute: 38 mg (0.052 mmol, 54%) eines

NH,
farblosen Feststoffes; Summenformel: 5N
o)
C22H31N4O16P%; Molgewicht:  638.47 g/mol; s 6| 2k
HO OH AR N

DC: R;-Wert (isoPropanol/Ammoniumacetat- w Og O~ o

HO " , :
Lsg. (1M), 2:1): 0.71; Anomerenverhaltnis: o N5 2 gl:oo@ 43, 2.1
B-anomerenrein; Drehwert: [a]p®® =+ 12 ° 1
(c =0.10, H,0).

'H-NMR &/ppm (400 MHz, D,0): 8.23 (d, 3Jun = 7.8 Hz, 1H, H6gase), 6.26 (d, 1H,
33un = 7.8 Hz, H5gase), 6.18 (d, *Jun = 4.7 Hz, 1H, H1'), 4.29-4.27 (m, 1H, H3'), 4.25-
4.23 (m, 1H, H2)), 4.16-4.14 (m, 3H, H4', H5’), 4.11-4.08 (m, 1H, H6), 3.93-3.91 (m,
1H, H4), 3.86-8.84 (m, 2H, H5, H8), 3.82-3.80 (m, 1H, H9), 3.76-3.75 (m, 1H, H9),
3.46 (m, 1H, H7), 2.61 (dd, 2Jun = 13.3 Hz, 3Juy = 4.7 Hz, 1H, H3¢), 1.64-1.63 (m,
1H, CHCyclopropylcarbonyl), 1.82-1.79 (m, 1H, H3,), 0.88-0.85 (m, 4H,
CH,Cyclopropylcarbonyl). *C-NMR &/ppm (101 MHz, D,0): 173.6 (C2gase), 166.8
(Cdgase), 141.3 (CBgase), 100.4 (C5pase), 89.9 (d, *Jop =4.6 Hz, C2), 84.7 (d,
2Jep = 7.9 Hz, C5'), 81.4 (C3'), 74.9 (C6), 74.6 (C8), 69.8 (C1’), 69.7 (C2’), 69.5 (C7),
69.0 (C4), 66.0 (C9), 64.3 (d, %Jcp = 6.1 Hz, C4"), 63.7 (d, %Jcp = 2.8 Hz, C3), 52.5
(C5), 18.3 (CHCyclopropylcarbonyl), 13.6, 12.7 (2x CH,Cyclopropylcarbonyl).
3P.NMR 8/ppm (162 MHz, D,0): - 4.59. IR v/icm™: 3292, 1637, 1445, 1197, 1137,
1048, 1021, 752, 735, 689, 626, 562, 457. HRMS (ESI) ber.: 639.1556 [M-H],
gef.: 639.1557.
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9 Gefahrstoffverzeichnis

Das folgende Verzeichnis umfasst Verbindungen und LOsungsmittel, mit denen

wahrend dieser Promotion gearbeitet wurde. Die Gefahrstoffe sind mit den jeweiligen

Gefahrensymbolen sowie den H-Satzen und P-Satzen gekennzeichnet. Die

Substanzen, fiur die keine Gefahreneinschatzung bekannt ist, sind als geféhrlich

einzustufen. Es ist zu vermeiden, sich oder eine andere Person mit diesen

Substanzen zu kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen.

Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
225-319-336- 210-233-
Aceton Gefahr
EU066 305+351+338
225- 210-
Acetonitril Gefahr @ 302+312+332- | 305+351+338-
319 403+235
210-233-240-
241-242-243-
_ EU014-225-

Acetylchlorid Gefahr 314 260-264-280-
301+330+331-
303+361+353

AZT Achtung 351 281
280-301+310-

Benzoesulfonsaure Gefahr &33 301-315-318
305+351+338
201-202-210-

@ 225-304-315- | 233-240-241-

Benzol-dg Gefahr 319-340-350- 242-243-260-

372 264-280-281-
301+310-

280-
301+330+331-

Benzylamin Gefahr 302+312-314
302+352-
305+351+338

- 228 -




- Gefahrstoffverzeichnis -

Substanz
bis-Benzyl-N,N-
diisopropylphosphor-

amidit

Signalwort

Achtung

Piktogramm

H-Satze

315-319-335

P-Satze

261-
305+351+338

Bromwasserstoff in
Eisessig (33%)

Gefahr

314-335

260-264-280-
301+330+331-
303+361+353-

304+340-
305+351+338-
310-321-
403+233-405

Buttersaureanhydrid

Gefahr

EU014-314

260-264-280-
301+330+331-
303+361+353-

304+340-
305+351+338-

310-321-405

Colamin-Phosphat

Gefahr

301-314

260-264-280-
301+310-
301+330+331-
303+360+353-
304+340-
305+351+338-
331-405-501

Cyclopropancarbon-

saurechlorid

Gefahr

226-314

210-233-240-
241-242-243-
260-264-280-
301+330+331-
303+361+353-
304+340-
305+351+338

Deuterochloroform

Achtung

&b

351-302-373-
315

302+352-314

1,8-
Diazabicyclo[4.5.0]-

undec-7-en

Gefahr

301-314

280-
305+351+338-
310
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
Dichlormethan Achtung 351 281-308+313
4,5-Dicyanidoimidazol Gefahr I l : 302 260-262
_ 224-302-336- 210-240-
Diethylether Gefahr
EU019-EU066 403+235
210-233-240-
241-242-243-
260-264-273-
B _ 225-302-314-
Diisopropylethylamin Gefahr 412 280-301+312-
@ 301+330+331-
303+361+353-
304+340
261-262-264-
280-301+310-
302+350-
4-(Dimethyl- 301-310-315- 304+340-
(_ 'y. Gefahr &%
amino)pyridin 319-335 305+351+338-
321-330-
332+313-
337+313-361
@ 201-302+352-
N,N- 360D-226-332-
Gefahr 305+351+338-
Dimethylformamid 312-319
308+313
@ 225-351-319- |  210-281-
1,4-Dioxan Gefahr 335-EU019- 305+351+338-
EU066 308+313
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Substanz

EDTA

Signalwort

Achtung

Piktogramm

&

H-Satze

319

P-Satze

264-280-
305+351+338-
337-313

Essigsaure

Gefahr

226-314

280-
305+351+338-
310

Essigsaureanhydrid

Gefahr

&

226-332-302-
314-335

280-
301+330+331-
305+351+338-

309+310

Ethanol

Gefahr

225

210

Ethylacetat

Gefahr

&b

225-319-336-
EU066

210-240-
305+351+338

Hydraziniumacetat

Gefahr

S

301-311-331-
350-410

201-261-273-
280-301+310-
311

iso-Propanol

Gefahr

&b

225-319-336

210-233-240-
241-242-243-
264-280-
303+361+353-
305+351+338-
337+313-
370+378-
403+235

Kaliumthioacetat

Achtung

&

315-319-335

261-
305/351/338
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Substanz

15-Krone-5

Signalwort

Achtung

Piktogramm

O

H-Satze

302-315-319

P-Satze

264-280-
301+312-
302+352-
305+351+338-
321-330-
332+313-
337+313-362-
501

18-Krone-6

Achtung

302-315-319-
335

261-264-280-
301+312-
302+352-
304+340-

305+351+338-
321-330-
332+313-

337+313-362-
403+233

Mesylchlorid

Gefahr

301-311-314-
330-335

260-264-280-
284-301+310-
301+330+331-

302+352-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-
320-403+233

meta-

Chlorperbenzoesaure

Achtung

242-315-317-
319-335

220-261-280-
305+351-338-
410-411+235

Methanol

Gefahr

225-
301+311+331

210-233-240-
280-302+352-
304+340-
309+310-
403+235
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Substanz

Methanol-d,

Signalwort

Gefahr

Piktogramm

H-Satze

225-301-
311331-370

P-Satze

210-240-241-
242-243-260-
264-280-
301+310-
302+352-
307+311

Methansulfonsaure

Gefahr

314

260-264-280-
301+330+331-
303+361+353-

304+340-
305+351+338-

310-321-405-

501

Natriumborhydrid

Gefahr

360FD

201-202-281-
308+313-405-
501

N-Bromsuccinimid

Gefahr

302-314

260-264-280-
301+312-
301+330+331-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-
310-321-405

5-Nitro-Salicylaldehyd

Achtung

315-319

264-280-
302+352-
305+351+338-
321-332+313-
337+313-362

N-Methylimidazol

Gefahr

302-312-314

260-264-280-
301+312-
301+330+331-
310-321-405
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Substanz

Natrium

Signalwort

Gefahr

Piktogramm

H-Satze

260-314-
EU014

P-Satze

280-
301+330+331-
305+351+338-

309+310-
370+378-422

Natriumhydrid

Gefahr

260-314

280-
301+330+331-
305+351+338-

402+404

Natriumhydroxid

Gefahr

314-290

280-
301+330+331-
305+351+338

Natriumhydroxid

Gefahr

314-290

280-
301+330+331-
309+310-
305+351+338

Ninhydrin

Achtung

<&

302-315-319-
335

261-
305+351+338

Oxone®

Gefahr

OO

302-314

260-264-280-
301+312-
301+330+331-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-
310-321-405

Palladium/Kohle

Achtung

&

315-319

305+351+338

Petrolether

Gefahr

225-304-340-
350-361-373-
412

201-210-273-
281-301+/310-
308+313
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Substanz

Propionséaureanhydrid

Signalwort

Gefahr

Piktogramm

H-Satze

314

P-Satze

260-264-280-
301+330+331-
303+361+353-

304+340-
305+351+338-

310-321-405

Pyridin

Gefahr

&b

225-
302+312+332

210-233-
302+352

Salzsaure

Gefahr

OO

314-335-290

280-
301+330+331-
309+310-
305+351+338

Schwefelsaure

Gefahr

290-314

301+330+331-
305+351+338

Schwefeltrioxid-

Pyridin-Komplex

Gefahr

OO

302-314

260-264-280-
301+312-
301+330+331-
303+361+353-
304+340-
305+351+338-
310-321-405-
501

Selectfluor®

Gefahr

OO

302-317-318-
412

261-264-273-
280-301+312-
302+352-
305+351+338-
310-321-330-
333+313-336-
501

Silbercarbonat

Achtung

&

315-319-335

261-264-280-
302+352-
304+340-

305+351+338-
403+233-405
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze

261-264-280-
301+312-
302+352-

; 304+340-
Tetrabutylammonium- 302-315-319-
Achtung 305+351+338-

hydrogensulfat 335
312-330-

332+313-
337+313-362-
402+233

260-264-280-
301+330+331-

TBAF-LGsung 303+361+353-
_ Gefahr EU019-314

(A Min THF) 304+340-

305+351+338-

310-321-405

260-264-280-
301+330+331-

303+361+353-
TBDMS-CI Gefahr 314
304+340-

305+351+338-
310-321-405

225-319-335- 210-233-243-
Tetrahydrofuran Gefahr
EU019 305+351+338

210-240-241-

242-243-260-
264-280-284-
226-301-311-

301+310-

4 318-330
(T 302+352-

303+361+353-
304+340

Thiophenol Gefahr
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze

201-202-210-

233-240-241-
@ 242-243-260-
225-304-315-

264-280-281-

Toluol Gefahr
336-361d-373
301+310-

302+352-
303+361+353

260-264-273-
280-
301+330+331-

. . 303+361+353-
Trifluoressigsaure Gefahr 314-332-412
304+340-

305+351+338-
310-321-405-
501

Triethylamin Gefahr 302+352-
302-314-335
305+351+338-

309+310

210-280-
301+330+331-
225-332-312-

260-262-264-
280-284-
301+310-

301+330+331-

Triethylamin- 300-310-314-

) _ Gefahr &% 302+350-
Trihydrofluorid 330
303+361+353-
304+340-
305+351+338-
320

260-264-280-
301+330+331-

303+361+353-
Valeriansédureanhydrid Gefahr 314
304+340-

305+351+338-
310-321-405
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Substanz Signalwort Piktogramm H-Satze P-Satze
210-377-381-
Wasserstoff Gefahr 220
403
Zink Achtung é 410 273-391-501
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